Estudio de la capacidad de antígenos del virus de la diarrea viral bovina (VDVB) de iniciar la respuesta inmune : interacción con las células dendríticas by Franco Mahecha, Olga Lucía
 
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 
 
 






Tesis para aspirar al título de 
 
“Doctor de la Universidad de Buenos Aires” 
 
 
ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE ANTIGENOS DEL VIRUS DE LA 
DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB) DE INICIAR LA RESPUESTA 
INMUNE: INTERACCIÓN CON LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS 
 
 
Instituto de Ciencia y Tecnología Dr. Cesar Milstein - Ex CEVAN 
 
 
Instituto de Virología. Centro de Investigación en Ciencias Veterinarias y 
Agronómicas. IV-CICVyA 












Directora de Tesis: 









A la Dra. Alejandra Capozzo por su apoyo incondicional y por brindarme la oportunidad de 
trabajar y aprender a su lado.  
Al Dr. José La Torre por poner a disposición las instalaciones del Instituto de Ciencia y 
Tecnologia Dr. Cesar Milstein para desarrollar la primera parte de este trabajo de tesis. 
Al Dr. Fernando Fernandez por abrirnos las puertas del CICVyA-INTA Castelar y poner a 
disposición la infraestructura necesaria para la culminación la fase experimental de este 
trabajo.  
A mis compañeros de laboratorio: Angie, Florencia, Danilo, Juan, Dario, Sebastian por su gran 
colaboración y por brindarme su amistad. 
Al laboratorio de Cristina Seki y su personal de apoyo por su activa colaboración  durante el 
desarrollo de la tesis. 
A Marcela Iglesias y el equipo técnico de Tecnovax, por el apoyo logístico durante las pruebas 
de campo realizadas durante la etapa experimental. 
A mis padres y a mi hermano, por su infinito apoyo desde que empecé este proyecto 
académico. Los quiero muchísimo. 
Y  a vos, Eduardo, por tomarme de la mano y no dejarme desfallecer en los momentos más 
difíciles. Por darme esa voz de aliento todos los días y ayudarme a ver la luz en momentos de 









TABLA DE CONTENIDO 
INDICE TEMÁTICO…………….……………………………………………………...…………….……     iii 
ÍNDICE DE FIGURAS…………………….…………………………………………...………...………..    vii 
INDICE DE TABLAS………………………………………………...…………………...……………….     ix 
ABREVIATURAS……………………………………………………………...…………………………        x 
RESUMEN………………………………………………………………………..…….………...….........   xvi 
SUMMARY………………………………………………………………………………….….…..…......  xviii 
I. INTRODUCCION 1
1.1 Diarrea viral bovina: Definición  ...…………………………………………………….. 1
1.2 Impacto económico y Epidemiología de la enfermedad  …..…………………….. 1
1.3 Características del agente etiológico  ……………………………………………….. 3
1.3.1 Taxonomía  ...……………………………………………………………..…… 3
1.3.2 Morfología y propiedades fisicoquímicas  ……….…………………...…. 3
1.3.3 Genotipos y biotipos  …………………………………………………...…… 4
1.3.4 Organización genómica de VDVB  ...…………………………………….... 5
1.3.5 La glicoproteína E2 de VDVB  ………………….………………………...… 7
1.4 Factores  que predisponen a la infección por VDVB  ………………………….….. 10
1.5 Signos clínicos de la infección por VDVB  ………………………………………….. 10
1.5.1 Otras formas de la enfermedad  …………………………………………… 14
1.6 Inmunosupresión y VDVB  ……………………………………………………………... 15
1.7 Detección de VDVB con fines Diagnósticos  ……………………………………….. 15
1.7.1 Detección de virus  ...………………………………………………………… 16
1.7.1.1 Aislamiento viral (AV)  ...………………………………….……… 16
1.7.1.2 ELISA para detección de antígeno (Ag ELISA)  ………….….. 16
1.7.1.3 Inmunohistoquímica (IHQ)  ...………………………………….... 16
1.7.1.4 Detección de ácidos nucleicos por RT-PCR  ...………….…... 17
1.7.2 Detección de anticuerpos específicos contra VDVB  ………….....…... 17
1.7.2.1 Seroneutralización viral  …………………………………….…… 17
1.7.2.2 ELISA  ..………………………………………………………….….. 18
1.8 Respuesta inmune a VDVB  …………………………………………………………… 18
1.8.1 Células dendríticas (DC): Nexo entre la respuesta inmune  
innata y la adquirida  ……………….................................……………..…. 18
1.8.1.1 Células dendríticas convencionales o mieloides (cDC)  …... 19
1.8.1.2 Células dendríticas plasmacitoides (pDC)  …………………... 20
1.8.1.3 Efecto de la infección por VDVB  en las funciones  
de captación de antígeno y presentación antigénica  
en DC y macrófagos  ……………………………………………... 22
1.8.2 Efecto de la infección por VDVB en Linfocitos T  ……………………… 24
1.8.2.1 Efecto de VDVB en linfocitos T CD4+ y CD8+ ………………. 25
iv 
 
1.8.2.2 Efecto de VDVB en linfocitos T γ/δ  ……………………………. 26
1.8.3 Efecto del VDVB sobre los linfocitos B  ………………………..………... 27
1.8.4 Inmunidad humoral y VDVB  …………….…………………...…………….. 28
1.9 Vacunación contra VDVB  ……………………………………………………………… 29
1.9.1 Vacunas vivas modificadas (VVM)  ………………………………..……… 30
1.9.2 Vacunas inactivadas (VI)  …………………………………..………..……… 30
1.9.3 Vacunas de nueva generación ó recombinantes  …….………..………. 31
1.9.3.1 Antígenos de VDVB expresados células de insecto  
                usando Baculovirus como vector de expresión  ..……..…… 34
1.9.3.2 Antígenos de VDVB expresados en vectores plasmídicos    36
1.9.3.3 Producción de antígenos de Flavivirus usando Semliki 
Forest Virus (SFV) y utilización de vectores derivados  
de SFV como vacunas génicas  ………………....……………... 39
1.10 Modelos animales para la evaluación de vacunas contra el VDVB  ……………. 40
II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  ……………………………………………..…………… 43
III. HIPÓTESIS DE TRABAJO  ………………………………..……….......................................... 45
IV. OBJETIVOS  ………………………………………………………………………………..……… 46
4.1 Objetivo General  ………………………………………………………………………… 46
4.2 Objetivos Específicos  ………………………………………………………………….. 46
V. MATERIALES Y MÉTODOS  ….………………..……………………………………………..…. 47
5.1 Producción de lotes de VDVB  ………………………………………………………… 47
5.2 Titulación de preparaciones virales  …………………………………………………. 47
5.3 Inactivación viral  ………………………………………………………………………… 48
5.4 Estabilidad antigénica de VDVB inactivado  .………..……………………………... 48
5.5 Obtención de células precursoras de médula ósea (CPMO)  
         y su diferenciación a células dendríticas murinas (BM-DC) in vitro  ……...…… 49
5.6 Expresión de CD11c y moléculas co-estimulatorias en BM-DC in vitro  ……… 50
5.7 Síntesis de citoquinas en BM-DC in vitro  …………………………………………... 51
5.8 Obtención de células dendríticas bovinas (Mo-DC) a partir de   
          células mononucleares de sangre periférica (CMSP)  …………………………… 52
5.9 Expresión de CD11b y MHC II en Mo-DC in vitro  ………………………………….. 53
5.10 Expresión de CD11b, MHC II, CD40 y MHC I en Mo-DC tratadas con  
         antígenos de VDVB y re-estimuladas con Poly I:C  ……………………………….. 54
5.11 Estudio de la cinética de infección por VDVB en Mo-DC  ………………………... 55
5.12 qRT-PCR para cuantificación absoluta de copias ARN de VDVB  …….………... 56
5.13 PCR en transcripción reversa (RT-PCR) para la detección de cadena  
         negativa de VDVB en sobrenadantes de cultivo de Mo-DC  …………...……….... 56
5.14 Detección de la expresión de citoquinas en Mo-DC por qRT-PCR  …………….. 57
5.15 Inmunofluorescencia indirecta para detección de E2 y NS3 en  
         células dendríticas tratadas con VDVB BM-DC y Mo-DC  ...……...………….…… 57
5.16 Evaluación de la Apoptosis de BM-DC y Mo-DC  ………………………………….. 58
5.17 Inmunización de ratones con antígenos de VDVB  …………………...…………... 59
5.18 Evaluación de la respuesta inmune humoral en muestras de suero 
                    colectadas de ratones inmunizados con antígenos de VDVB  …….….………... 60
5.18.1 Seroneutralización viral (SNV)  ………………………………………..…... 60
5.18.2 ELISA de bloqueo (B-ELISA) y de avidez (AB-ELISA)  ……………..…. 60
v 
 
5.18.3 ELISA Indirecta para la determinación de subclases de IgG  
(IgG2a e IgG1)  ………………………………………...……………………… 61
5.18.4 ELISA Indirecta para la determinación de IgG total  …………………… 62
5.19 Evaluación de la respuesta inmune celular en ratones inmunizados  
con antígenos de VDVB  ………………………………………………………………... 62
5.19.1 Ensayo de linfoproliferación celular por incorporación de  
               timidina tritiada ([3H]-T)  …………………………………………………...… 62
5.19.2 Ensayo de ELISpot para determinación de células productoras  
de IFNγ  …………………………………………………..…………….……….. 63
5.20 Inmunización de bovinos con antígenos de VDVB  ……………………………….. 64
5.21 Evaluación de las vacunas conteniendo Bt-E2 en el modelo cobayo-INTA 65
5.22 Análisis estadístico de los datos  …………………………………………………….. 66
5.23 Bienestar animal  ………………………………………………………………………… 66
VI. RESULTADOS  …………………………………………………………………………………..… 67
6.1 Efecto de los antígenos candidatos vacunales sobre las células dendríticas 67
6.1.1 Evaluación de la interacción entre antígenos del VDVB  
y células dendríticas murinas diferenciadas de  
precursores de médula ósea (BM-DC)  ……………………………..…... 67
6.1.1.1 Medición de la expresión de CD11c en BM-DC  …………….. 67
6.1.1.2 Expresión de moléculas de activación en BM-DC  
               CD11c+ estimuladas con LPS  ……………………………….…. 68
6.1.1.3 Activación  de BM-DC CD11c+ con antígenos de VDVB  ….. 69
6.1.1.4 Síntesis de citoquinas en BM-DC estimuladas  
               con antígenos de VDVB  …………………………………………. 71
6.1.1.5 Efecto de VDVB infectivo sobre las BM-DC:   
               replicación viral  ………….………………………………….……. 72
6.1.1.6 Efecto de los diferentes antígenos de VDVB sobre  
el proceso de apoptosis de las BM-DC  ……...………….……. 74
6.1.2 Interacción entre el VDVB y las células dendríticas bovinas (Mo-DC)  75
6.1.2.1 Obtención de DC bovinas a partir de células  
               CD14+ de sangre periférica  ……………………….……………. 75
6.1.2.2 Diferenciación de Células CD14+ bovinas a Mo-DC  ….……. 76
6.1.2.3 Efecto de antígenos de VDVB sobre la activación  
               de Mo-DC  ……………………...………………………………….... 77
6.1.2.4 Efecto de VDVB infectivo sobre las Mo-DC:   
               Replicación viral  ……………………………………………….…. 80
6.1.2.5 Estudio de la cinética de infección por VDVB en Mo-DC  …. 81
6.1.2.6 Evaluación del proceso de apoptosis en Mo-DC  
               infectadas con VDVB  …………………………………………….. 82
6.1.2.7 Producción de citoquinas pro-inflamatorias por  
               Mo-DC estimuladas con VDVB  ……………..……………….…. 84
6.2 Ensayos de inmunogenicidad de los antígenos plasmídicos y  
proteicos del VDVB in vivo  …….………………………………………………..……. 85
6.2.1 Evaluación de la respuesta inmune humoral y celular en  
ratones vacunados con antígenos plasmídicos y  
proteicos del VDVB  ……………………………………………….……….… 85
vi 
 
6.2.1.1 Respuesta inmune humoral en ratones inmunizados  
               con antígenos proteicos y plasmídicos de VDVB  ……….…. 86
6.2.1.2 Respuesta inmune celular en ratones inmunizados  
               con antígenos proteicos y plasmídicos de VDVB  ………….. 89
6.2.2 Respuesta inmune humoral en bovinos vacunados con  
               antígenos proteicos de VDVB  …………………………………………….. 91
6.2.3 Evaluación de vacunas contra VDVB que contiene Bt-E2 usando  
el modelo cobayo-INTA  ……………………..……………………………… 95
VII.  DISCUSION  ………………………………………………………………………...………….….. 100
7.1 Activación y maduración de células dendríticas diferenciadas a  
         partir de células precursoras de medula ósea de ratón (BM-DC)  ……………… 101
7.2 Activación y maduración de células dendríticas diferenciadas a partir de 
células mononucleares de sangre periférica de bovino (Mo-DC)  …………….... 105
7.3 Modelo de interacción entre antígenos proteicos y plasmídicos  
de VDVB y las células dendríticas  …………………………………………………… 109
7.4 Inmunogenicidad de antígenos de VDVB en animales de laboratorio 
y especies destino  …………………………………………………………..………….. 111
7.5 Evaluación de la formulación Bt-E2 + Nano usando el modelo cobayo-INTA  .. 115
VIII. CONCLUSIONES  ……………………………………………………………………………….. 117
















INDICE DE FIGURAS 
I. INTRODUCCION 
 
Figura 1.1.    Morfología y estructura de VDVB  ………………………………………………….……. 4
Figura 1.2.    Organización genómica de VDVB  ……………………………………………….……… 6
Figura 1.3     Representación gráfica de la estructura cristalizada de la glicoproteína E2 de  
                      VDVB  …………………………………………………………………………………………. 9
Figura 1.4.    Topología propuesta de las proteínas E (envoltura) de VDVB  ……….……………. 9




Figura 6.1.    BM-DC diferenciadas (CD11c+) a partir de CPMO  ………………............................. 68
Figura 6.2.    Expresión de moléculas co-estimulatorias en BM-DC 
                      diferenciadas (CD11c+) estimuladas con LPS  ……………………………………….. 69
Figura 6.3.    Expresión de moléculas co-estimulatorias y MHC II (IAd) en BM- 
                      DC tratadas con antígenos de proteicos y plasmídicos de VDVB  ………………... 70
Figura 6.4.    Niveles de producción de citoquinas por BM-DC tratadas con   
                      diferentes antígenos de VDVB  ……………………………………………….………….. 72
Figura 6.5.    Infección de BM-DC por VDVB  ……………………………………………..……………. 73
Figura 6.6.    Evaluación de la Apoptosis en BM-DC estimuladas con   
                      diferentes antígenos de VDVB  ……………………………….………………………….. 75
Figura 6.7.    Aislamiento de células CD14+ de Bovino a partir de CMSP  ……………….………. 76
Figura 6.8.    Proceso de diferenciación de células CD14+ a Mo-DC  ……………………….......... 77
Figura 6.9.    Expresión de MHC II en Mo-DC CD11b+ estimuladas por 6 hr   
                      con VBDV cp (Cepa Singer 1a), infectivo ó inactivado con UV  ……………………. 79
Figura 6.10.  Expresión de MHC-II, CD40 y MHC-I en Mo-DC  ……………………………….……… 79
Figura 6.11.  Inmunofluorescencia indirecta en BM-DC incubadas con VDVB   
                      cp infectivo o inactivado  …………………………………………………….……………. 80
Figura 6.12.  Cinética de crecimiento de VDVB en Mo-DC y MDBK  ……….………….…….......... 81
Figura 6.13.  Detección de ARN de cadena negativa por RT-PCR  …………………….…….......... 82
Figura 6.14.  Apoptosis inducida por la infección de VDVB en MDBK y Mo-DC  ……………….. 83
Figura 6.15.  Determinación de apoptosis utilizando Anexina-V PE y 7AAD- 
                      FITC (7AAD)  …………………………………………………………………….…………… 84
Figura 6.16.  Expresión de citoquinas por Mo-DC determinada por qRT-PCR  …………………. 84
Figura 6.17.  Títulos de seroneutralización viral (SNV) inducidos en ratones BALB/c    
                      inmunizados con antígenos proteicos y plasmídicos de VDVB  ………………….. 87
Figura 6.18.  Detección de anticuerpos IgG contra la proteína E2 de VDVB en ratones  
                      vacunados con pSFV-t-E2  ……………………………..………………………………… 87
Figura 6.19.  Evaluación de la avidez e isotipos de los anticuerpos séricos anti E2 en      
                      ratones BALB/c inmunizados con Bt-E2 formulada con diferentes adyuvantes .. 88
Figura 6.20.  Evaluación de la respuesta inmune celular en ratones BALB/c  
                      vacunados con antígenos proteicos y plasmídicos de VDVB  …………………….. 91
Figura 6.21   Respuesta inmune humoral inducida en bovinos por una vacuna  






Figura 7.1     Modelo sobre el efecto de diferentes antígenos de VDVB sobre la  

























INDICE DE TABLAS 
 
Tabla 1.    Antígenos de VDVB usados para la estimulación de DC murinas (BM-DC)  ………... 51
Tabla 2.    Antígenos de VDVB usados para la estimulación de DC bovinas (Mo-DC)  ………… 54
Tabla 3.    Vacunas utilizadas en ratones BALB/c  ……………………………………………………. 59
Tabla 4.    Candidatos vacunales seleccionados para evaluar respuesta inmune humoral   
                 Anti VDVB en bovinos  ……………….……………………………………………………..… 65
                 Tabla 4A-  Formulaciones vacunales aplicadas en bovinos jóvenes  ….……….....…. 65
                 Tabla 4B-  Formulaciones vacunales administradas a vaquillonas antes del         
                                   servicio ………………………………………………………………..……….....…. 65
Tabla 5.    Expresión de moléculas de superficie en las Mo-DC  …………………………………… 79
Tabla 6.    Títulos de anticuerpos (Ac) totales y seroneutralizantes en bovinos  
                  inmunizados con Bt-E2 + Nano  ……..……..……………………………………………..... 92
Tabla 7.    Niveles de  Ac totales y seroneutralizantes bovinos inmunizados con VDVB   
                  inact. (1x106 TICD50) + Nano ó Alum  …………..………………………………………….... 93
                 Tabla 7A-  Bovinos inmunizados con VDVB inact. (1x106 TICD50) + Adyuvante  
                                   Nanoparticulado (Nano, 40%)  …………………………………………….....…. 93 
                 Tabla 7B-  Bovinos inmunizados con VDVB inact. (1x106 TICD50) + Hidróxido  
                                   de Aluminio (Alum, 10%)  ……………………………………………………..…. 93
Tabla 8.    Niveles de  Ac totales y seroneutralizantes bovinos inmunizados con VDVB  
                 inact. (1x106 TICD50) + Bt-E2 + Alum  ……………………...………………………….....….. 95
Tabla 9.   Ensayo preliminar de inmunogenicidad de Bt-E2 + Nano en cobayos  ……................ 96
Tabla 10. Vacunas de VDVB evaluadas en el modelo cobayo-INTA  ……………………….……... 96
Tabla 11. Títulos de anticuerpos totales anti E2 de VDVB en suero de cobayos inmunizados 97
                Tabla 11A- Cobayos inmunizados con Bt-E2 + Nano  ………………………...……..…… 97
                Tabla 11B- Cobayos inmunizados con VDVB cp inactivado  ………………………..….. 97
                Tabla 11C- y Tabla 11D- Análisis estadístico por t-Student  para títulos  
                                                         de ELISA indirecto  ………………………………………............. 97 
                Tabla 11E- y Tabla 11F- Análisis estadístico por t-Student  para títulos de SNV  …… 97













[3H]-T: Timidina tritiada  
7-AAD: 7-Amino-Actinomicina 
AB ELISA: ELISA de avidez 
ABTS: Ácido 2,2´-(3-etil benzotiazolin-6-sulfónico) 
Ac: Anticuerpo 
AcMo: Anticuerpo Monoclonal 
ADN: Acido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario 
Ag ELISA: ELISA para la detección de antígeno 
Alum: Adyuvante hidróxido de aluminio 
APC: Siglas en inglés para Células Presentadoras de Antígeno 
ARN: Ácido Ribonucleico 
ARNasa: Ribonucleasa 
ATCC: Siglas del inglés para “American Type Culture Collection”. 
AV: Aislamiento viral 
B-ELISA: ELISA de bloqueo 
BAV3: Sigla en inglés para Adenovirus bovino-3 
BEI: Etilenimina binaria 
BL-3: Línea celular derivada de linfosarcoma de linfocitos B de bovino 
BM-DC: Células dendríticas de ratón derivadas de Medula Ósea 
BPM: Buenas Prácticas de Manufactura 
BSA: Sigla en inglés para Albumina Sérica Bovina 
BRSV: Sigla en inglés para Virus sincitial respiratorio Bovino 
BT: Línea celular de cornete bovino 
Bt-E2: Glicoproteína E2 truncada producida en sistema Baculovirus Recombinante 




BVDV: Sigla en inglés de virus de la diarrea viral bovina. “Bovine viral diarrhea virus” 
C: Proteína de Nucleocápside de VDVB 
Ci: Curie 
CBA: Sigla en inglés para Cytometric bead array 
Células NK: Células asesinas naturales 
CFR: Código Federal de Regulaciones de los Estados Unidos 
CF: Citometría de flujo 
CICUAL: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica 
CMV: Citomegalovirus 
COOH: Grupo Carboxilo 
CO2: Dióxido de carbono 
cp: Citopático 
cpm: Cuentas por minuto 
CPMO: Células precursoras de Medula Ósea 
C-terminal: Extremo carboxilo terminal 
CSFV: Sigla en inglés para Virus de la peste Porcina Clásica 
Cys: Cisteína 
DAMPs: Patrones moleculares asociados al daño 
DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol 
DC: Células dendríticas 
DICT50: Dosis Infectiva 50% en cultivo de tejidos  
DO: Densidad Óptica. Este trabajo también se refiere a DO corregida como cDO 
dpv: Días post primera vacunación 
DVB: Diarrea Viral Bovina 
E: Proteína de envoltura. En este trabajo se mencionan las proteínas E1 y E2 de VDVB 
Erns: ARNasa de VDVB 
ECP: Efecto citopático 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
xii 
 
ELISA: Ensayo inmunoenzimático; siglas del inglés para “Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay” 
EM: Enfermedad de las Mucosas 
Fc: Fracción constante de la estructura de las inmunoglobulinas 
FITC: Sigla en inglés para Isotiocianato de Fluoresceina 
GM-CSF: Sigla en inglés para Factor estimulante del crecimiento de Granulocitos macrófagos. La 
sigla rGM-CSF se refiere a este factor en su forma recombinante  
GAPDH: Sigla en inglés para gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa 
H2O2: Peróxido de hidrógeno 
HEPES: Ácido N-2-Hidroxietilpiperacina-N’-2’-Etanosulfónico 
HCl: Ácido clorhídrico 
HCV: Sigla en inglés para Virus de la Hepatitis C 
hr.: hora 
hpi: Horas post infección 
HRP: Peroxidasa de rábano picante 
IA: Índice de avidez 
IBR: Sigla en inglés para Rinotraqueitis Infecciosa Bovina 
IE: Índice de estimulación 
IFN: Interferón. Puede ser de tipo I  (IFNα/β) y Tipo II (IFNγ) 
IHQ: Inmunohistoquímica 
IL: Interleuquina. En este trabajo se mencionan IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70. Se 
mencionan también receptores de interleuquinas como IL-2R e interleuquinas 
recombinantes tales como rIL-4 
IRES: Sitio interno de entrada a ribosomas 
IRF-3: Sigla en inglés para Factor 3 de regulación de IFN 
kDa: Kilodalton 
like-HCV: Sigla en inglés para virus similares al Virus de la Hepatitis C 
LPS: Lipopolisacárido 
LTC: Linfocitos T citotóxicos 
M: Molar 
MDBK: Línea celular de riñón bovino – Madin marby  
xiii 
 
MEM: Medio Mínimo Esencial 
min.: minuto 
mL: mililitro 
MgCl2: Cloruro de Magnesio 
mARN: ARN mensajero 
MCP-1: Sigla en inglés para Proteina quimiotactica de Monocitos-1 
MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Este trabajo se refiere a MHC I y II de bovinos 
mM: Milimolar 
Mo-DC: Células dendríticas bovinas derivadas de monocitos 
MOI: Multiplicidad de infección 
MV: Sigla en inglés para el Virus del Sarampión. “Measles virus” 
MWM: Marcador de peso molecular 
NADL: Cepa citopática de VDVB aislada en el Laboratorio Nacional de Enfermedades Animales 
en 1962 (National Animal Disease Laboratory, USA) (Mengeling et al., 1963) 
NaF: Fluoruro de Sodio 
Nano: Adyuvante Nanoparticulado - Nanoparticulas 
ncp: No citopático 
NH2: Grupo Amino 
NK: Sigla en inglés para células asesinas naturales 
nm: Nanómetro 
Npro: Proteasa de VDVB 
NS: Proteína no estructural. En este trabajo se mencionan  las proteínas NS2, NS3  NS4A, 
NS4B y NS5A-B de VDVB 
nt: nucleótido 
N-terminal: Extremo amino terminal 
NY-1: Cepa no citopática de VDVB aislada en el Instituto de Investigaciones en Virus 
Veterinarios  en 1957 ( Veterinary Virus Research Institute-Cornell University, USA) (Lee 
and Gillespie, 1957)  
Oil: Adyuvante oleoso – Marcol Montanide 
orf: Marco abierto de lectura 
p7: Posible viroporina de VDVB 
xiv 
 
PE: Sigla en inglés para Ficoeritrina 
pH: Potencial de Hidrógeno. Es la medida de la acidez o basicidad de una solución 
pb: Pares de bases 
PBS: Solución salina fosfatada tamponada. 
pcDNA: Vector ADN diseñado para la expresión de genes en células de mamífero usando el 
promotor de Citomegalovirus. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PFU: Sigla en inglés para Unidad Formadora de Placa 
PHA: Fitohemaglutinina  
PI: Persistentemente infectado 
PI3: Virus de la Parainfuenza-3 
PoliA: Poliadenosina 
Poly I:C: Ácido poliinosinico-policitidilico 
PRRs: receptores de reconocimiento de patrones 
pSFV: Vector de expresión replicativo basado en SFV 
qRT-PCR: PCR en tiempo real cuantitativa 
RT-PCR: PCR con transcripción reversa 
SEM: Sigla en inglés para Error Estándar de la Media 
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
SF21: Línea celular SF21 de Spodoptera frugiperda 
SFB:  Suero Fetal Bovino 
SFV: Sigla en inglés para Semliki Forest Virus 
SNV: Seroneutralización Viral 
spp.: subespecie 
ss: simple cadena 
TAE: Buffer Tris-acetato-EDTA 
TCR: Receptor de células T 
t-E2: Glicoproteína E2 de VDVB truncada 
Th: Sigla en inglés para  Linfocitos  T ayudadores. Este trabajo se refiere a los tipos   



















TNFα: Sigla en inglés para Factor de Necrosis Tumoral alfa 
TLR: Sigla en inglés para receptores tipo Toll ó Toll like receptors. En este trabajo se 
mencionan TLR-3, TLR-4 y TLR-7 
TNMFH: Medio de cultivo Grace para células de insecto suplementado con extracto de levadura 
y lactoalbúmina 
UI: Unidades Internacionales 
USC: Código de los Estados Unidos 
UTR: Región no traducida de un gen 
UVC: Luz ultravioleta - C 
VDVB: Virus de la Diarrea Viral Bovina 
VSV: Sigla en inglés para Virus de la Estomatitis Vesicular 
VI: Vacuna inactivada 
VVI: Vacuna viva modificada 











El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un patógeno del ganado que causa inmunosupresión en los 
animales infectados, provocando la muerte de los linfocitos y monocitos-macrófagos. El VDVB no 
afectaría a las células dendríticas (DC), sin embargo, no existen estudios  que describan la actividad del 
virus sobre estas células a las pocas horas post-infección. El control de esta enfermedad se ve afectado 
por la falta de vacunas eficaces. Las vacunas tradicionales (virus inactivado) no logran inducir protección 
y no se ha avanzado en  el uso de vacunas de nueva generación. Uno de los problemas es la dificultad 
de contar con animales libres del virus para evaluar las vacunas. Estas evidencias apoyan la búsqueda 
de herramientas creativas para la selección de antígenos vacunales, reduciendo el número de pruebas 
realizadas en la especie destino.  
 
En el presente trabajo se investigó la posibilidad de seleccionar inmunógenos candidatos vacunales 
según su actividad sobre las DC. Estudiamos también la interacción entre el VDVB infectivo y las DC 
durante el primer día de infección, a fin de establecer la influencia de estas células en la 
inmunopatogenia del virus. Se estableció un protocolo de selección de antígenos vacunales de acuerdo 
a su capacidad de inducir la activación de DC in vitro, tanto en DC murinas como bovinas. Se evaluaron: 
el virus inactivado, la glicoproteína E2 (principal blanco de la respuesta neutralizante) truncada, 
expresada en el sistema Baculovirus recombinante-células de insecto (Bt-E2) y plásmidos que expresan 
t-E2.  La activación de las DC se estableció midiendo la expresión de moléculas co-estimulatorias  y la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias. Los resultados obtenidos muestran que solamente los 
vectores plasmídicos lograron una completa activación de las DC, por lo que no requerirían de 
adyuvante, mientras que la Bt-E2 y el virus inactivado, no inducían una activación completa. Se 
obtuvieron resultados similares con DC murinas y bovinas. 
 
Los antígenos candidatos vacunales se evaluaron en ratones, cobayos y bovinos. Las vacunas génicas 
no fueron eficientes en activar la respuesta humoral, mientras que la Bt-E2 formulada con diferentes 
adyuvantes indujo altos niveles de anticuerpos (Ac) neutralizantes e inmunidad celular. El perfil de la 
respuesta inducida fue influenciado por el adyuvante. La aplicación de un adyuvante nanoparticulado 
diseñado especialmente para activar a las DC, permitió una mejor respuesta, humoral y celular, aún con 
baja masa antigénica. La inducción de altos niveles de Ac neutralizantes en bovinos guardó relación con 
la masa de E2 de la vacuna, ya sea recombinante o propia del virus inactivado. Verificamos que Bt-E2 
puede ser utilizada como aditivo antigénico para alcanzar una masa adecuada de E2 en las vacunas. 
Demostramos que el VDVB es capaz de infectar y replicar rápidamente en las DC, y que a pesar de 
tratarse de un virus de biotipo citopático, no induce apoptosis en estas células. Las Mo-DC infectadas no 
pueden adquirir un fenotipo activado durante las primeras horas de infección. Proponemos que, al 
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infectar y mantener la viabilidad de las DC, el virus ganaría acceso al tejido linfoide, causando la muerte 
masiva de linfocitos. 
 
La metodología desarrollada en este trabajo resultó ser especialmente útil para comparar antígenos de la 
misma naturaleza química. La selección de antígenos en base a su capacidad de inducir la activación de 
DC murinas in vitro, constituye una herramienta muy útil en el desarrollo de vacunas veterinarias porque 
permite reducir el número de candidatos vacunales para evaluar in vivo; apoyando los esfuerzos por 



























Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a pathogen that affects cattle causing immune-suppression by killing 
lymphocytes and monocytes-macrophages. BVDV does not seem to interfere with dendritic cells (DC). 
However, the effects of the virus on DC during the first day of infection have not been studied. There is a 
need of new vaccines to control this disease. Currently used inactivated vaccines are not protective, and 
there are not recombinant vaccines available. One of the main issues in the evaluation of vaccine efficacy 
or even sero-conversion, is the difficulty of getting BVDV-free animals, especially in endemic areas. 
These facts support the development of new-creative strategies to select vaccine antigens, reducing the 
number of animal trials needed. In this study we investigated the possibility of selecting vaccine antigens 
based on their activity on DC. We also studied the interaction between BVDV and DC shortly after 
infection, to bring information on the influence of these cells in the viral immunopathogenesis. 
 
We developed a protocol to select antigens based on their capacity to activate DC in vitro, using both 
murine and bovine DC. We evaluated several antigens: inactivated virus, the truncated form of the E2 
glycoprotein of the viral envelope (main target of the neutralizing response) expressed by a recombinant 
Baculovirus in insect cells “Bt-E2”, and plasmids expressing t-E2. Activation of DC was measured by 
determining the up-regulation of co-stimulatory molecules and expression of pro-inflammatory cytokines.  
Only the plasmids were able to induce a complete activation of the DC, indicating they might not require 
adjuvants; while Bt-E2 and the inactivated virus were unable to induce a complete activation of the DC. 
Similar results were obtained when using murine or bovine DC.  
 
Candidate antigens were then tested for immunogenicity in mice, guinea-pigs and bovines. DNA vaccines 
were no efficient inducing antibodies (Abs), while Bt-E2 formulated with adjuvants induced high levels of 
neutralizing Abs and, depending on the adjuvant, also cell-mediated immunity. The use of a nano-
particulated adjuvant, designed to activate DC, induced high levels of Abs with low antigen payload. 
Levels of neutralizing Abs were related to the amount of E2 in the vaccine, either recombinant or viral. In 
fact, Bt-E2 could be used an additive for the inactivated vaccine to achieve a protective E2-payload. 
BVDV was able to infect and replicate rapidly in the DC, and even though a cytopathic biotype was used, 
no effect on DC viability was observed. Infected DC could not get an activated phenotype during the first 
hours post-infection. We propose that by infecting DC and rescuing them from apoptosis, BVDV gets 
access to the lymph-nodes were it can rapidly kill large numbers of T-cells present in the follicles. 
 
The methodology developed in this study is particularly useful to compare different antigens of similar 
chemical composition. Selecting antigen candidates based on their capacity to activate DC is a useful tool 
to be applied in vaccine development, reducing the number of formulations that are finally taken to in vivo 
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testing. This technology supports the efforts focused in reducing, refining and finally replacing the use of 








1.1 Diarrea viral bovina: Definición  
 
La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad viral que afecta al ganado y otras 
especies pertenecientes al género artiodáctilo (cabras, ovejas, cerdos, jirafas y otros 
rumiantes silvestres) (Houe, 1999; Paton et al., 1998). La mayoría de las infecciones 
producidas por el virus de la DVB (VDVB) son subclínicas. La enfermedad clínica se 
clasifica en tres síndromes distintos de acuerdo a la sintomatología que se presente: 
1) DVB aguda, 2) infecciones in utero y, 3) enfermedades en animales 
persistentemente infectados (PI) (Smith, 1996). 
 
 Los animales que presentan DVB aguda, muestran síntomas como 
diarrea acuosa, fiebre, disminución en la producción de leche, aumento en la tasa 
de abortos, y predisposición a infecciones respiratorias bacterianas de tipo 
secundario. En casos esporádicos, la enfermedad muestra un cuadro clínico grave o 
síndrome hemorrágico agudo, conocido como Enfermedad de las Mucosas (EM), de 
alta letalidad, con episodios de diarrea sanguinolenta, epistaxis, erosiones y 
hemorragias petequiales y equimóticas en las membranas mucosas del tracto 
gastrointestinal (Ramsey and Chivers, 1957), fiebre, trombocitopenia y leucopenia 
(Goens, 2002; Lindenbach B. D., 2007; Ridpath et al., 1994a). Los animales 
persistentemente infectados (PI) mantienen la circulación viral en los rodeos, 
dificultando los esfuerzos de control. 
 
1.2 Impacto económico y Epidemiologia de la enfermedad  
 
Actualmente, DVB es una de las enfermedades que causa importantes 
pérdidas económicas en países donde el virus es endémico. El principal impacto 
económico de DVB es ocasionado, en su orden, por: (1) disminución en producción 
de leche; (2) inmunosupresión, que es un importante factor predisponente para el 
desarrollo de infecciones del tracto respiratorio y digestivo; (3) fallas reproductivas 
como abortos, mortalidad embrionaria, repetición de celos, malformaciones 
congénitas y nacimientos de terneros débiles (Bennett RM, 1999); (4) perpetuación 
de la enfermedad en los rodeos afectados por presentación de animales PI que son 
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reservorios del virus y poseen tolerancia inmune, y; (5) aumento en la tasa de 
mortalidad por aparición de la forma grave de infección: Enfermedad de las 
Mucosas (Maclachlan, 2011; Marshall et al., 1996). 
 
La sero-prevalencia de DVB en áreas endémicas puede variar entre el 40 
y el 70% mientras que la prevalencia de animales PI puede variar entre el 1 y 2% 
(Houe, 1995, 1999). Las diferencias en sero-prevalencia pueden darse por factores 
como la densidad de población y diferentes sistemas de confinamiento o prácticas 
de manejo (Houe, 1999; Paton et al., 1998). En un estudio epidemiológico realizado 
en Suiza, se calculó una incidencia del 45%. Sin embargo, estos porcentajes 
variaron dependiendo de la presencia o no de animales PI. En ese mismo estudio, 
se encontró que en rodeos con animales PI la incidencia de DVB estuvo en un 
rango entre el 33 y el 100%, mientras que en rodeos sin animales PI la incidencia de 
la enfermedad estuvo alrededor del 22% (Braun et al., 1998). 
 
En países donde la DVB es endémica, la mayoría de las estimaciones 
realizadas calculan pérdidas de entre 10 y 40 millones de dólares por cada millón de 
nacimientos (Houe, 2003). En Estados Unidos, las pérdidas económicas causadas 
por un brote agudo de DVB se calculan entre unos miles hasta $100.000 dólares por 
predio afectado, dependiendo de la severidad del brote (Houe, 2003). La 
disminución en la producción de leche se ha estimado en un 30% durante el curso 
de un brote epidémico cuando los animales no están inmunizados (Bennett RM, 
1999). En los países donde se han introducido campañas de erradicación, estos 
programas han mostrado su efectividad en cuanto a la reducción significativa de los 
costos causados por la infección por VDVB (Presi et al., 2011). 
 
En Argentina, DVB es una enfermedad endémica en algunas regiones 
(Lértora, 2003). Sin embargo, no existen cálculos concretos de las pérdidas 
económicas que causa la circulación de VDVB. Un análisis reciente realizado sobre 
la totalidad del rodeo bovino en Argentina ha estimado pérdidas alrededor de $812 
millones de pesos a causa del impacto de DVB y de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina 
(IBR). Un 40% del impacto se produce en el sector de la cría, un 33% en el tambo, y 
otro 27% en feedlot. (Pacífico, 2013). 
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La sero-prevalencia a nivel nacional está alrededor del 70%. Sin embargo, 
estos porcentajes varían dependiendo de la zona en que la sero-prevalencia se 
haya evaluado. Odeón y col. (2001) reportaron sero-prevalencias del 90,7% y 48,6% 
en bovinos adultos del sudeste de la provincia de Buenos Aires y de los llanos de La 
Rioja, respectivamente (Odeón, 2001). En el mismo estudio, el porcentaje de 
bovinos sero-positivos de 6 a 12 meses de edad fue de 41,9%, 25,6% y 45,6% para 
11 distritos del sudeste de la provincia de Buenos Aires, 7 del sur de Corrientes y 9 
de los llanos de La Rioja, respectivamente (Odeón, 2001). De acuerdo a un estudio 
realizado por Kobrak y Weber en 1997, la incidencia de bovinos PI esta alrededor 
del 1% (Kobrak and Weber, 1997). 
 
1.3 Características del agente etiológico 
 
1.3.1 Taxonomía  
 
El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) pertenece a la familia 
Flaviviridae, en la que se incluyen los géneros Pestivirus, Flavivirus y Hepacivirus. El 
VDVB junto con el Virus de la Peste Porcina Clásica (CSFV) y el Virus de la 
Enfermedad de las Fronteras, conforman el género Pestivirus. El género Flavivirus 
comprende al virus de la Fiebre Amarilla, el virus de la Encefalitis Japonesa y el 
virus del Este del Nilo, entre otros. El género Hepacivirus agrupa al virus de la 
Hepatitis C (HCV) y a un número reducido de virus definidos como similares a VHC 
(like-HCV) (Wengler, 1991). 
 
1.3.2 Morfología y propiedades fisicoquímicas 
 
Los virus del género Pestivirus tienen un diámetro de 40-60 nm  y se 
catalogan entre los virus de menor tamaño. La cápside posee una estructura 
icosaédrica formada por una sola proteína (proteína capsidal “C”), limitada por una 
envoltura conformada por 3 glicoproteínas de membrana E1, E2 y Erns (Donis, 1995). 
(Figura 1.1). 
 
VDVB puede ser inactivado por altas temperaturas y detergentes. 
También es sensible al éter etílico, al cloroformo y a la tripsina. La partícula viral 
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resiste un amplio rango de pH siendo más estable entre pH 5,7 y 9,3; con una 
máxima estabilidad a pH 7,4 (Hafez and Liess, 1972; Thiel et al., 1991). Al igual que 
el virus de la Hepatitis C, VDVB pierde su infectividad después de 4 días a 37°C y 
después de aproximadamente 45 minutos a 56°C (Song et al., 2010), y aumenta su 
sensibilidad al calor en presencia de cloruro de magnesio (MgCl2) 1M. 
 
1.3.3 Genotipos y biotipos 
 
Hay más de 200 cepas diferentes de VDVB, comprendidas dentro de dos 
genotipos: VDVB-1 y VDVB-2. El análisis de la región codificante para la auto-
proteasa viral Npro permite la distinción entre genotipos (Becher et al., 1997; 
Peterhans et al., 2010). Los genotipos están subdivididos en subgenotipos o 
subgrupos: VDVB-1a – l y VDVB-2a/b (Peterhans et al., 2010; Walz et al., 2010), 
dependiendo de sus características genéticas.  
 
Figura 1.1 Morfología y estructura de VDVB. A) Los Pestivirus tienen una cadena simple positiva 
de ARN (ss (+) ARN). La cápside tiene una estructura icosaédrica, que consiste de una sola proteína 
de cápside (C); la cual está limitada por una envoltura, codificada por 3 proteínas de membrana (Erns, 
E1 y E2. B) VDVB tiene un diámetro de 40-60 nm y se cataloga entre los virus de menor tamaño. 









Los genotipos de VDVB se han clasificado en biotipos citopático (cp) y no 
citopático (ncp), de acuerdo a su efecto citolítico en células en cultivo (Moennig and 
Plagemann, 1992). Sin embargo, en publicaciones más recientes, se ha propuesto 
que el VDVB puede ser segregado en tres biotipos en función de su actividad en 
células linfoides cultivadas (Ridpath et al., 2006). Estos tres biotipos serían: 1) 
VDVB citopático, que causaría lisis en células epiteliales cultivadas, 2) VDVB no 
citopático, que no muestra efectos obvios sobre la viabilidad de cualquiera de las 
células epiteliales o linfoides cultivadas y, 3) VDVB linfocitopático, sin efecto en las 
células epiteliales pero capaz de causar lisis en células linfoides en cultivo. El biotipo 
linfocitopático propuesto se correlaciona con la virulencia en las infecciones agudas. 
La muerte celular causada por el biotipo linfocitopático no se asocia con cambios en 
el procesamiento de la proteína viral de NS2-3. 
 
Las cepas cp provienen de las cepas ncp por diferentes mutaciones tales 
como inserción de secuencias celulares, duplicaciones de genes, deleciones, 
cambios nucleotídicos simples, entre otros; que inducen al clivaje de la proteína 
NS2-3 para dar origen a las proteínas NS2 y NS3, siendo esta última proteína el 
marcador molecular de las cepas cp. El caso contrario, mutación de cp a ncp, fue 
reportado en sólo una ocasión (Nakamura et al., 1997), pero este hallazgo sigue 
siendo controversial. 
 
El VDVB tipo 1 ncp se aísla comúnmente de infecciones agudas 
producidas en campo y se le atribuye la mayor parte del daño causado a los 
rebaños (Pellerin et al., 1994). Este biotipo es el responsable de infecciones 
persistentes, mientras que el VDVB tipo 1 y 2 cp es considerado como el causante 
de la Enfermedad de las Mucosas (EM) en combinación con un VDVB ncp 
persistente del mismo genotipo. 
 
1.3.4 Organización genómica de VDVB 
 
El genoma de VDVB tiene un tamaño de aproximadamente 12.500 
nucleótidos y su secuencia es conocida desde 1988 (Collett et al., 1988). El virus 




El ARN genómico de VDVB no posee una estructura tipo guanosina 
metilada invertida en el extremo 5’ (cap) ni secuencia de poliadenosina (PoliA) en el 
extremo 3’. La región no traducida 5’ (UTR) tiene un sitio interno de entrada a 
ribosomas (IRES) para permitir el inicio de la traducción (Poole et al., 1995). El ARN 
genómico tiene un marco abierto de lectura (orf) de cerca de 4000 codones, el cual 
abarca la mayor parte del genoma viral (Tautz et al., 1997). La poliproteína de VDVB 
tiene 14 sitios potenciales de glicosilación en la región que codifica para los 
polipéptidos estructurales, ocho de los cuales están presentes en otros Pestivirus 
bovinos y porcinos. 
 
La poliproteína es procesada co- y post-traduccionalmente por proteasas 
codificadas por el virus y por la célula hospedadora (Rumenapf et al., 1993; 
Wiskerchen et al., 1991; Wiskerchen and Collett, 1991) para originar por lo menos 
12 proteínas individuales. Estas proteínas están ubicadas desde el extremo NH2 (N-
terminal) hacia el extremo COOH (C-terminal) de la poliproteína, como sigue: NH2 - 
Npro (proteasa) - C (proteína de la nucleocápside) - Erns (ARNasa) - E1 - E2 
(proteínas de la envoltura) - p7 (posible viroporina, (Elbers et al., 1996; Harada et 
al., 2000)) - NS2 - NS3 - NS4A - NS4B - NS5A - NS5B (Proteínas no estructurales) - 
COOH (Bolin, 2002b; Collett et al., 1988; Collett et al., 1991; Elbers et al., 1996). 
 
Figura 1.2. Organización genómica de VDVB. El genoma de VDVB consiste en una cadena simple 
de ARN de polaridad positiva (ARNss+). La figura muestra las localizaciones de los sitios de clivaje y 
los productos maduros de la poliproteína viral. Las proteínas de la envoltura son: Erns, E1 y E2 y las 
proteínas no estructurales son NS2-3 (que luego se cliva y forma NS2 y NS3 en los biotipos cp), 






Antes de producirse los polipéptidos virales maduros se generan 
intermediarios procesables (Rumenapf et al., 1993). En el caso de las proteínas 
estructurales, existe un precursor denominado Erns12 que es procesado luego en 
Erns, E1 y E2. El procesamiento se inicia en un corte entre la proteína C 
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(nucleocápside) y el Erns12 translocado, seguido por un corte en el extremo C-
terminal de E2. Erns12 es posteriormente clivado para formar Erns1 y E2. Luego Erns1 
se procesa en Erns y E1 (Rumenapf et al., 1993; Tscherne et al., 2008) (Figura 1.4). 
E2 junto con Erns y E1 forman las proyecciones que sobresalen de la envoltura viral 
(Thiel et al., 1991). La proteína no estructural NS2-3 es producida por VDVB cp y 
ncp. La mayoría de los clivajes son catalizados por un dominio serin-proteasa dentro 
de NS3 y genera las proteínas no estructurales desde NS3 hasta NS5B. Luego de 
que la proteína NS2-3 del VDVB cp se cliva, se forman las proteínas NS2 y NS3. La 
expresión de la proteína NS3 se considera un marcador molecular para VDVB cp. 
La forma no clivada de NS2-3 solo puede ser detectada en los VDVB ncp. (Meyers 
et al., 1996; Peterhans et al., 2010). 
 
1.3.5 La glicoproteína E2 del VDVB 
 
La glicoproteína E2 es la proteína de envoltura más grande en los 
Pestivirus; posee 7 cisteínas (Cys) y 4 sitios potenciales de glicosilación (Weiland et 
al., 1990) (Weiland et al., 1990). Esta proteína sufre modificaciones post-
traduccionales como los cortes por enzimas celulares entre los aminoácidos 692-
693 (Paton et al., 1992; Rumenapf et al., 1993) y en el aminoácido 1066 del extremo 
C-terminal (Elbers et al., 1996); que dan como resultado una migración molecular 
aparente que varía entre 51 y 58 kDa dependiendo, en parte, de las diferencias en 
la glicosilación (Donis and Dubovi, 1987). 
 
El extremo C-terminal de E2 es una región que contiene por lo menos 30 
aminoácidos hidrofóbicos, pudiendo funcionar como una señal de fin de 
transferencia de E2 y de inicio de translocación de la proteína NS2-3 constituyendo 
uno o más sitios de anclaje a la membrana (Rumenapf et al., 1993; Yu et al., 1996). 
 
La glicoproteína E2 está expuesta sobre la cara externa del virus (Weiland 
et al., 1999) y media su entrada a las células blanco. E2 es la principal inductora de 
anticuerpos neutralizantes en el huésped luego de la infección o de la vacunación 
(Bolin, 1993; Paton et al., 1992; Xue et al., 1990). Se ha reportado la  presencia de 
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10 sitios antigénicos en la proteína, basándose en los patrones de reactividad con 
anticuerpos monoclonales (Corapi et al., 1988).  
 
Recientemente se logró determinar la estructura cristalizada de la 
glicoproteína E2 del VDVB. La Figura 1.3 muestra una representación gráfica de 
dicha estructura. En ese reporte, El Omari y col (2013), describieron la glicoproteína 
E2 como una molécula elongada y dimérica. Cada monómero consiste de cuatro 
dominios antigénicos (DA, DB, DC y DD), dispuestos linealmente desde el N-
terminal hacia el C-terminal de la proteína. Posee 17 cisteínas que forman 9 puentes 
disulfuro, estableciendo 8 uniones intra-moleculares y 1 unión inter-molecular (El 
Omari et al., 2013). Los puentes disulfuro (PD) se representan en la Figura 1.3 
como esferas color amarillo. 
 
Los dominios DA y DB (Figura 1.3, regiones representadas en verde y 
rojo, respectivamente) son los más distantes de la membrana viral y se encuentran 
más expuestos en la superficie del virus. Ambos dominios poseen plegamientos 
parecidos a los que poseen las inmunoglobulinas, que podrían servir como puntos 
de unión a receptores celulares. Sin embargo, no se han podido identificar 
estructuras similares a bucles de fusión o parches hidrofóbicos. El dominio DC 
(Figura 1.3, región representada en azul) es rico en puentes disulfuro y está 
compuesto de bucles y cadenas β anti-paralelas que contienen dos sitios de 
glicosilación (N186 y N230). En las proteínas E2 de los Pestivirus se encuentran dos 
sitios conservados de glicosilación N117 y N186 que permanecen juntos en la 
estructura tridimensional (El Omari et al., 2013). Los sitios de glicosilación (SG) se 
representan en la Figura 1.3 en color negro. Se ha reportado que la mutación en 
alguno de estos sitios llevarían a una marcada reducción o disminución en la 
expresión de E2 cuando se produce en el sistema Baculovirus (Pande et al., 2005).  
 
La homodimerización de la glicoproteína E2 ocurre  a través del dominio 
DD (Figura 1.3, región representada en magenta), el cual es el más conservado 
entre los Pestivirus. Los dímeros son covalentemente estabilizados por un puente 
disulfuro y por una permutación entre los dominios D de cada monómero que los 
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1.4 Factores  que predisponen a la infección por VDVB 
 
El pulmón del bovino tiene características anatómicas que lo hacen 
susceptible a infecciones respiratorias. Este órgano posee grandes áreas de 
espacio muerto, tiene septos interlobulares con limitada interdependencia, mucha 
resistencia y poca elasticidad (Ackermann et al., 2010). 
 
Sumado a lo anterior, hay  factores medioambientales (transporte, 
destete, alta densidad poblacional, cambios en la estructura social, etc.) que causan 
estrés y predisponen al bovino a la disminución de la respuesta inmune local del 
tracto respiratorio, desbalance de la microflora comensal del tracto respiratorio 
superior y en consecuencia, aumento en la proliferación de agentes patógenos. En 
estas condiciones, virus como VDVB, PI3 y BRSV y otros agentes infecciosos como 
Mycoplasma bovis, tienen una mayor probabilidad de colonizar, proliferar y generar 
daño en la superficie epitelial facilitando el establecimiento de infecciones 
bacterianas secundarias de alta virulencia en nasofaringe y tonsilas (Ackermann et 
al., 2010). 
 
1.5 Signos clínicos de la infección por VDVB 
 
VDVB posee dos formas muy efectivas de prevalecer en el medio 
ambiente. La infección puede ser transitoria o persistente (Figura 1.5).  
 
La forma transitoria de la enfermedad es una infección post natal que 
afecta a bovinos seronegativos e inmunocompetentes. Es producida comúnmente 
por un biotipo ncp del virus y en la mayoría de los casos se muestra como una 
infección sub-clínica o de carácter moderado (Liebler-Tenorio et al., 2004; Marshall 
et al., 1996), con fiebre, descarga óculo-nasal, leucopenia transitoria (Ver sección 
1.6 Inmunosupresión y VDVB), elevada morbilidad y baja mortalidad (Baker, 1987).  
El animal se infecta por vía oronasal y a partir de este sitio ocurre una dispersión 
sistémica que se evidencia por la presencia de virus libre en suero sanguíneo ó 
asociado a leucocitos de sangre periférica (Brownlie, 1990). Luego el virus replica 
en diferentes tejidos mucosales y empieza a ser excretado principalmente en 
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testicular de toros infectados experimentalmente luego de 7 meses post infección 
aun cuando los animales se mostraron clínicamente sanos (Givens et al., 2003). 
 
Cuando una hembra bovina gestante se infecta con VDVB ncp (por 
contacto con secreciones nasales ó tras una inseminación con semen de un toro 
infectado), el virus se transmite al feto y las consecuencias de la infección dependen 
del momento en que ésta se produzca: 
 
• Durante la gestación temprana. La infección induce reabsorción embrionaria o 
aborto, que se manifiesta clínicamente como reducción en la fertilidad (Ridpath, 
2010). 
 
• Cuando la infección ocurre entre los 40 y 120 días de gestación el virus ncp 
causa infección persistente en el feto (animales PI) (Bolin, 2002a; Houe et al., 
1995; Lindberg et al., 2006; Ridpath, 2010). 
 
• La infección con virus cp o ncp alrededor del día 160 de gestación resulta en 
defectos congénitos. Los fetos infectados durante este periodo pueden ser 
abortados, nacer débiles y/o prematuros (Ridpath, 2010).  
 
• Los fetos infectados durante el último estadío de la gestación, después de los 
180 días aproximadamente, producen anticuerpos neutralizantes que pueden 
ser detectados analizando suero pre-calostral. Estos animales nacen 
normalmente y son inmunes a la cepa del virus infectante (Anderson, 2008). 
 
La infección persistente causada por VDVB es única cuando se 
compara con otros virus que generan persistencia como los Lentivirus o los 
Herpesvirus, ya que VDVB evade por completo el sistema inmune del huésped.  
Cuando el virus ncp infecta el feto durante el primer tercio de la gestación, su 
sistema inmune no se ha desarrollado completamente; en consecuencia, no 
reconoce al virus como extraño, lo considera como propio y el feto desarrolla 




En la mayoría de casos, los fetos persistentemente infectados (PI) llegan 
a término y nacen normalmente, pero al mantenerse como PI durante toda su vida, 
descargan partículas virales al medio ambiente permanentemente, favoreciendo la 
dispersión y establecimiento de la cepa infectante en el rodeo y/o áreas 
susceptibles.  
 
Es común que los animales PI desarrollen Enfermedad de las Mucosas 
(EM) (Peterhans et al., 2003). La EM es la presentación clínica de DVB que se 
manifiesta cuando un ternero PI es expuesto a una cepa cp del mismo genotipo de 
la cepa ncp que produjo la infección persistente. Esta exposición puede ser natural, 
reversión de cepa ncp a cp (Bolin, 2002a; Corapi et al., 1988; Howard et al., 1987), o 
también puede darse cuando se vacunan animales PI con vacunas vivas 
modificadas formuladas con cepas cp (OIE, 2008). La EM puede tener presentación 
clínica aguda o crónica. La forma aguda sólo ocurre en animales PI, pero no afecta 
la totalidad de los PI existentes en el rebaño. Los animales afectados presentan 
lesiones ulcerativas que se caracterizan por ser ovales o longitudinales a los 
pliegues de la mucosa del tracto gastrointestinal. Las lesiones se observan 
principalmente en encías, lengua, esófago o abomaso. Los animales afectados 
presentan una tasa de mortalidad que alcanza el 100% (Bolin et al., 1985; Moennig 
and Plagemann, 1992). 
 
Es de destacar que los fetos de hembras bovinas que se infectan con 
VDVB del biotipo cp durante el primer tercio de la gestación, no se infectan de 
forma persistente (Brownlie et al., 1989). No está bien claro si el tipo de infección 
producida por el virus cp  es diferente al del ncp porque: 1) no hay células en el feto 
que soporten la replicación del virus cp en este estadío del desarrollo, ó 2) que el 
feto tiene la capacidad de controlar y erradicar la infección. 
 
Estudios in vitro han sugerido que la diferencia en el tipo de infección 
producida por VDVB ncp en comparación con el virus cp, es que este último es 
capaz de inducir la producción de interferón α/β-Tipo I (IFN α/β) (Adler et al., 1997) 
(Adler y col 1997).  Para demostrar esta hipótesis, Charleston y col (2001) 
estudiaron la capacidad de producción de IFN α/β en fetos bovinos de 60 días de 
gestación infectados in vivo con VDVB cp o VDVB ncp. Como resultado se obtuvo 
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que aunque los dos biotipos virales fueron capaces de replicar en el bazo fetal, IFN 
α/β fue encontrado en líquido amniótico de fetos infectados con VDVB cp, y fue 
indetectable en el líquido amniótico de fetos infectados con VDVB ncp. Estos datos 
sugieren que la incapacidad del virus ncp en inducir IFN α/β puede estar 
relacionada con el establecimiento de la infección persistente en el feto durante el 
primer tercio de la gestación (Brackenbury et al., 2003; Charleston et al., 2001a). 
 
1.5.1 Otras formas de la enfermedad  
 
La infección aguda severa presenta elevada morbilidad y mortalidad, y 
en general se asocia con cepas del genotipo 2 de VDVB de alta patogenicidad. Esta 
forma de la enfermedad se caracteriza por presentar fiebre elevada, signos 
respiratorios, diarrea, aborto, caída en la producción de leche y muerte súbita. En 
otros casos, la exposición a cepas de alta virulencia ocasiona una enfermedad con 
signos clínicos y lesiones anatomopatológicas similares a la Enfermedad de las 
Mucosas (David et al., 1994; Hibberd et al., 1993; Pellerin et al., 1994; Shimazaki et 
al., 2003). 
 
El síndrome hemorrágico es una condición fatal asociada a la infección 
con cepas ncp de VDVB genotipo 2 (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994a). Sin 
embargo, en Europa se han detectado casos esporádicos de síndrome hemorrágico 
causados por el genotipo 1 (Hamers et al., 2000). Los animales afectados presentan 
mucosas pálidas con hemorragias petequiales y equimóticas, hipertermia, 
hemorragia en múltiples sistemas orgánicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, 
sangrado constante en los sitios de inyección, anemia, leucopenia, trombocitopenia 
y muerte. Esta sintomatología se atribuye a la trombocitopenia y la alteración de la 
función plaquetaria que caracteriza al cuadro clínico (Pellerin et al., 1994; Ridpath et 
al., 1994b). 
 
Existe una forma crónica de la Enfermedad de las Mucosas que se 
manifiesta con diarrea intermitente, tos crónica, descargas oculares y nasales. Estos 
animales pueden vivir hasta por 18 meses diseminando el virus y finalmente mueren 




1.6 Inmunosupresión y VDVB 
 
Los síntomas que se producen luego de la infección transitoria con VDVB 
ncp pueden ser leves e incluso imperceptibles. Sin embargo, la linfopenia, uno de 
los signos clínicos más característicos de DVB, puede predisponer al animal a 
infecciones virales producidas por virus como: Virus Sincitial Respiratorio Bovino 
(RSV), Parainfluenza-3 (PI3), Adenovirus Bovino tipo 3 (BAV3) y Virus de la 
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR); y bacterias como: Pasteurella multocida, 
Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, Mycoplasma bovis, desencadenando 
una condición llamada complejo respiratorio bovino que es la causa más común de 
neumonía en los rodeos (Baule et al., 2001; Potgieter, 1995).  
 
 También se ha demostrado que cuando la infección afecta terneros 
que no han adquirido inmunidad pasiva contra VDVB vía calostro, la 
inmunosupresión causada por el virus suele favorecer el desarrollo del complejo de 
la diarrea neonatal de los terneros: infecciones con E. coli spp, Salmonella spp y 
Rotavirus, entre otras  (Lértora, 2003). 
 
 El mecanismo de inmunosupresión todavía no ha sido bien entendido; 
sin embargo lo que se sabe hasta el momento es que VDVB tiene una fuerte 
afinidad por el tejido linforreticular, ocasionando necrosis y atrofia de dichos tejidos. 
Además, VDVB es capaz de infectar células del sistema inmune que son cruciales 
para la regulación de la inmunidad innata y adquirida. Estas células incluyen 
granulocitos, macrófagos, células dendríticas, linfocitos B y linfocitos T CD4+, CD8+ 
y γ/δ  (Chase et al., 2004; Molina et al., 2014; Sopp et al., 1994). 
 
1.7 Detección de VDVB con fines Diagnósticos 
 
La precisión de los ensayos diagnósticos disponibles es crucial para el 
éxito de un programa de control de VDVB. Existen varios métodos diagnósticos 
comercialmente disponibles para detectar virus o anticuerpos específicos. En 
general, la especificidad y la sensibilidad analítica de estas pruebas son altas. Sin 
embargo, dependiendo del tipo de infección por VDVB (infección aguda o infección 
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persistente), la sensibilidad y especificidad diagnóstica puede ser muy alta o muy 
baja. Por ejemplo, la presencia de anticuerpos calostrales hace que el aislamiento 
de virus para detección de animales PI tenga baja sensibilidad cuando se realiza en 
animales entre 2 y 3 meses de edad. Por esto, generalmente las ventajas y 
desventajas de los métodos de diagnóstico varía dependiendo de la situación de la 
población a evaluar (Houe et al., 2006). 
 
1.7.1 Detección de virus 
 
1.7.1.1 Aislamiento viral (AV) 
 
Hasta el momento, se considera que AV es la prueba más específica para 
la detección de VDVB. El VDVB puede ser detectado usando una técnica de 
aislamiento en la que líneas celulares susceptibles como BT, BTest y MDBK son 
inoculadas con los sueros o extractos de muestras del tejido a evaluar. También se 
puede examinar semen, pero son preferibles las muestras de sangre. Para realizar 
AV en animales PI se pueden tomar muestras de prácticamente cualquier secreción, 
excreción o tejido (Saliki and Dubovi, 2004).  
 
1.7.1.2 ELISA para detección de antígeno (Ag ELISA) 
 
Este ensayo se usa frecuentemente como alternativa al AV, 
principalmente cuando se evalúan rebaños completos. Se prefiere como prueba de 
diagnóstico para detectar casos raros donde una viremia persistente se combina 
con seropositividad. Ag ELISA detecta antígeno de VDVB, principalmente la 
proteína Erns o la proteína no estructural NS3 en muestras de sangre, suero, plasma, 
lisado de leucocitos o eluído de tejido auricular. La utilización de tejido auricular 
disminuye la baja sensibilidad por interferencia de anticuerpos maternos. (OIE, 
2008). 
 
1.7.1.3 Inmunohistoquímica (IHQ) 
 
El diagnóstico por IHQ se realiza principalmente para la detección de altos 
niveles de viremia en animales PI y tiene la ventaja de no verse afectado el 
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resultado por la presencia de anticuerpos calostrales; sin embargo, la sensibilidad 
de la prueba es baja. Para IHQ puede usarse prácticamente cualquier tejido, pero se 
obtienen mejores resultados con nódulos linfáticos, glándula tiroidea, piel, cerebro, 
abomaso y placenta (OIE, 2008). Actualmente se utiliza tejido auricular, donde se ha 
observado que se suelen acumular partículas virales.  
 
1.7.1.4 Detección de ácidos nucleicos por RT-PCR 
 
Una forma modificada del método de PCR se usa para la amplificación de 
fragmentos del genoma viral a partir de ARN de una gran variedad de muestras. En 
esta versión de PCR se utiliza la enzima Transcriptasa Reversa que convierte ARN 
a ADN complementario (ADNc) y luego se procede a realizar una PCR convencional 
(Hagen-Mann and Mann, 1995). La RT-PCR y sobre todo la variante de RT-PCR en 
tiempo real se considera altamente específica y sensible, y se puede utilizar para el 
diagnóstico de rutina en el laboratorio. Se recomienda evaluar muestras que 
contengan bajas cantidades de virus, como muestras de leche de tanque, pooles de 
sueros o plasma de animales infectados transitoriamente, así como de animales PI 
u otros materiales biológicos (Houe et al., 2006).  
 
1.7.2 Detección de anticuerpos específicos contra VDVB 
 
1.7.2.1 Seroneutralización viral:  
 
La seroneutralización viral (SNV) es aceptada como la prueba de 
referencia (“estándar de oro”) para la detección de anticuerpos específicos anti 
VDVB en sueros de animales de campo (OIE, 2008) y también es la prueba de 
referencia para evaluar potencia en lotes de vacunas comerciales (CFR, 2001).  
Este ensayo permite la evaluación de muestras de suero tanto de animales de 
laboratorio como de hospederos finales. Para la determinación de la incidencia viral 
en un rebaño, sólo una muestra de suero es necesaria, mientras que para el 
diagnóstico de una infección aguda tienen que evaluarse muestras de suero 
pareadas con intervalo de 2 a 3 semanas entre tomas. En este último caso, un 






La detección de anticuerpos por ELISA indirecta y de bloqueo se usa 
frecuentemente como alternativa a la SNV aunque no brindan el mismo resultado, 
ya que no miden la actividad biológica de los anticuerpos. La prueba de ELISA 
detecta la presencia de anticuerpos específicos en muestras de suero, plasma o 
leche y permiten obtener resultados en pocas horas, son de bajo costo y no 
dependen del uso de cultivos celulares, lo que facilita su implementación y 
estandarización. Varios estudios han demostrado buena concordancia en la 
detección de animales infectados entre SNV y ELISAs de bloqueo usando la 
proteína no estructural NS3 (Beaudeau et al., 2001; Moennig et al., 1991; Paton et 
al., 1991). Nuestro grupo ha desarrollado y publicado recientemente un ELISA de 
bloqueo (B-ELISA) que es capaz de detectar anticuerpos neutralizantes anti E2 en 
sueros de bovino (Franco Mahecha et al., 2011). 
 
1.8 Respuesta inmune a VDVB 
 
1.8.1 Células dendríticas (DC): Nexo entre la respuesta inmune innata y la 
adquirida.  
 
Las DC son las centinelas primarias del sistema inmune. Su localización 
estratégica en los sitios de entrada de los patógenos (superficies mucosales y capas 
dérmicas) las hacen el blanco más temprano para el contacto viral.  Las DC 
inmaduras son capaces de reconocer señales de daño endógenas o exógenas 
representadas por patrones moleculares asociados al daño (DAMPs), por medio de 
sus receptores de reconocimiento de dichos patrones (PRRs) (Matzinger, 2002). 
Una vez que reconocen esta señal, las DC maduran y migran a los órganos linfoides 
secundarios para activar a las células T naïve (Brown and Lillicrap, 2002). Por esto, 
las DC constituyen el nexo entre la respuesta innata y la adquirida. 
 
Las DC se dividen en dos grandes subpoblaciones: las DC 
convencionales o mieloides (cDC) y las DC no convencionales o plasmacitoides 
(pDC). Las cDC están relacionadas a las pDC por provenir de un origen común 
(células progenitoras de medula ósea) y también porque requieren de Flt3 para su 
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diferenciación. Sin embargo,  cDC y pDC difieren en el proceso de maduración en 
medula ósea y por eso pertenecen a linajes diferentes (Naik et al., 2007; Onai et al., 
2007). Las células de Langerhans es una subpoblación que pertenece al linaje de 
cDC, las cuales se asientan en la epidermis y no migran a otros tejidos (Posch, 
2013).  
 
1.8.1.1 Células dendríticas convencionales o mieloides (cDC) 
 
Las cDC tienen una función primordialmente fagocítica, de procesamiento 
y presentación de antígenos. Una característica distintiva de estas células es que 
tienen una vida media corta (aproximadamente 3-5 días) y se reemplazan 
continuamente a partir de precursores de medula ósea, siendo un proceso 
dependiente de la citoquina Flt3 (Liu et al., 2007; Maraskovsky et al., 1997; 
McKenna et al., 2000; Waskow et al., 2008). Estas células captan el antígeno en los 
tejidos periféricos, y  luego migran por los vasos linfáticos aferentes a las zonas de 
células T de los ganglios linfáticos secundarios para iniciar la respuesta inmune 
adaptativa (Randolph et al., 2005). Las cDC diferenciadas pero aun inmaduras 
tienen alta actividad endocítica y baja expresión en superficie de MHC I y II. Las 
cDC, después de captar un antígeno o recibir un estímulo inflamatorio, presentan 
una reorganización citoplasmática, procesan el antígeno, transportan  complejos 
MHC-péptido a la superficie celular, y aumentan la expresión de moléculas co-
estimulatorias.  
 
En ratones, la heterogeneidad de cDC se demostró por la expresión de 
CD8α en una pequeña subpoblación de DC esplénicas y tímicas (Crowley et al., 
1989; Vremec et al., 1992), y por la expresión de CD4 en cDC de órganos linfoides 
(Shortman and Liu, 2002; Vremec et al., 1992). Estudios previos han determinado 
que las células CD8α+ son altamente eficientes haciendo presentación cruzada de 
antígenos en el contexto de MHC I a los linfocitos T CD8+ (den Haan et al., 2000; 
Pooley et al., 2001). Por el contrario, se ha demostrado que las cDC CD4+, se 
caracterizan por ser poco eficientes en la presentación cruzada de antígenos in vivo, 
pero son muy eficientes en el primado de linfocitos T CD4+, presentándoles  
antígenos en el contexto de MHC II (Dudziak et al., 2007; Kamphorst et al., 2010). 
Se ha demostrado también que las DC CD8+ esplenicas, co-expresan CD205. Estas 
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células pueden inducir la producción de IFNγ en linfocitos T (respuesta de tipo Th1). 
En cambio, se ha visto que células esplénicas CD8- CD205- DCIR2+ inducen 
respuestas de tipo Th2 (Yamazaki et al., 2008). 
 
Diferentes estudios han identificado subpoblaciones de cDC en tejidos 
periféricos no linfoides que son análogas a las poblaciones de cDC que se 
encuentran en órganos linfoides (Bedoui et al., 2009; Bursch et al., 2007; Edelson et 
al., 2010; Ginhoux et al., 2007; Ginhoux et al., 2009; Poulin et al., 2007). Una de 
estas, es la subpoblación de cDC  CD8a- y se identifica con la expresión de CD103 
(integrin αEβ7) (Bedoui et al., 2009; del Rio et al., 2007; Edelson et al., 2010; 
Ginhoux et al., 2009). Otra subpoblación presente en tejidos periféricos no linfoides 
es CD4- y caracteriza por tener una alta expresión de CD11b. 
 
Se ha considerado que las cDC periféricas CD103+ y las cDC linfo-
residentes CD8a+ son una subpoblación unificada, aunque con algunas diferencias 
debidas a su localización especifica. Asimismo, se ha considerado que las cDC 
CD11b+ y las cDC CD4+ pertenecerían a un mismo linaje separado del anterior 
(Satpathy et al., 2012). 
 
En bovinos, se han descrito subpoblaciones de cDC que se han 
clasificado como cDC sanguíneas (MHC II+, CD11c+ y CD14-) y cDC derivadas de 
monocitos, las cuales expresan altos niveles de CD11b, CD172a y CD205. Se 
presume que otra subpoblación de DC bovinas que expresan CD11c pero no CD14, 
y poseen niveles detectables de CD80, CD86 y CD209, son DC sanguíneas 
inmaduras (Reid et al., 2011). 
 
1.8.1.2 Células dendríticas plasmacitoides (pDC) 
 
Las DC plasmacitoides (pDC) se clasifican en un linaje distinto por su 
morfología, expresión de genes y su capacidad de producir grandes cantidades de 
IFN de tipo I  (IFNα/β) durante una infección viral (Cella et al., 1999; Colonna et al., 
2004; Perussia et al., 1985; Siegal et al., 1999). A diferencia de las cDC, las pDC no 
poseen prolongaciones citoplasmáticas o dendritas; por el contrario, se caracterizan 
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por tener una forma esférica, similar a la de las células plasmáticas secretoras de 
anticuerpos, de allí se origina su nombre (Satpathy et al., 2012). Las pDC no poseen 
funciones fagocíticas y mantienen una alta tasa de rotación de MHC II en su 
superficie, lo cual las hace ineficientes presentando antígenos exógenos a los 
linfocitos T CD4+ (Reizis et al., 2011). Las pDC en principio se clasificaron como 
células dendríticas porque durante el proceso de maduración estas células 
muestran algunas características que poseen las cDC (por ejemplo, prolongaciones 
citoplasmáticas). Esto fue la base para inferir que cDC y pDC tenían un origen 
común (Grouard et al., 1997). 
 
Las poblaciones de pDC se han estudiado previamente en bovinos. Se 
encontró que estas células no expresan CD11c ni CD205 (Gibson et al., 2011).  
También se ha visto que las pDC no expresan los marcadores de superficie CD3, 
CD14,  CD21, CD11c, NK, ni TCRδ- (Reid et al., 2011).  
 
Al igual que lo observado en pDC murinas y humanas, las pDC de 
bovinos también producen altas cantidades de IFN de tipo I en respuesta a 
infecciones virales, y cuando se estimulan in vitro con CpG ODN (Gibson et al., 
2011; Reid et al., 2011). Se ha visto que las pDC producen IFN tipo I in vitro, en 
respuesta al estímulo con virus infectivos, mostrando una ineficiente producción 
cuando son estimuladas con virus inactivados (Fitzgerald-Bocarsly, 2007). Sin 
embargo, la producción de IFN tipo I también depende de la estructura del virus 
infectante. Virus envueltos como el de VDVB (Gibson et al., 2012), influenza ó 
Herpes virus simple-1 (HSV-1) (Fitzgerald-Bocarsly and Feng, 2007) inducen una 
alta producción de IFN de tipo I  en pDC. Por el contrario, virus no envueltos como el 
Adenovirus inducen bajas cantidades de IFN tipo I en estas células (Feldman et al., 
1994). Reid y col (2011), encontraron que podían inducir la producción de IFN de 
tipo I en pDC bovinas, si las estimulaban con un virus no envuelto como el de la 
fiebre aftosa (FMDV) pero sólo si éste estaba formando complejos inmunes con 
anticuerpos provenientes de animales infectados experimentalmente (Reid et al., 
2011). También se ha observado ese mismo efecto en pDC estimuladas con 
Poliovirus acomplejado con anticuerpos IgG. Esta respuesta podría ser mediada por 
el receptor Fc FcγRII (CD32) en la pDC (Palmer et al., 2000).  
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1.8.1.3 Efecto de la infección por VDVB en las funciones de captación de 
antígeno y presentación antigénica en DC y macrófagos 
 
 Cuando agentes patógenos como el VDVB sobrepasan las barreras 
físicas del tracto respiratorio superior y logran colonizar el tejido pulmonar, pueden 
ser detectados por las poblaciones de células presentadoras de antígeno (APC) 
como células dendríticas (DC) y macrófagos alveolares (Ackermann et al., 2010; 
Chase, 2013). 
 
Algunos virus tienen tropismo por las DC. Virus como el del sarampión 
(MV) (Klagge et al., 2000), Citomegalovirus (Senechal et al., 2004), Sindbis Virus 
(con una sustitución en E2) (Gardner et al., 2000) y Herpes simplex tipo 1 (Prechtel 
et al., 2005) infectan, sobreviven e incluso replican en las DC induciendo 
inmunosupresión.  Una eficiente estrategia de evasión viral consiste en bloquear la 
capacidad del huésped de iniciar una respuesta inmune interfiriendo con la 
activación de las DC (Benedict et al., 2002).  
 
Opuesto a lo anterior, la infección de DC puede resultar en la maduración 
de las mismas por la activación de receptores de ARN de doble cadena (ARN ds) 
como el receptor 3 de tipo Toll (TLR-3) (Vercammen et al., 2008) y la proteín-kinasa 
R (PKR) (Garcia et al., 2006). Esto se ha visto para virus a ARN como el virus del 
sarampión (VS), Influenza A, Hepatitis C, entre otros. En el caso de VS se ha 
determinado que existen señales inhibitorias de la proliferación T que compiten con 
señales positivas que promueven la maduración de las DC. Es decir, que diferentes 
proteínas de un mismo patógeno pueden tener efectos diferentes sobre la actividad 
de las DC (Zilliox et al., 2006). 
Se han propuesto dos posibles estrategias que utilizan los patógenos para 
impedir que se inicie una respuesta efectiva: 1) Interferencia de las funciones de las 
DC, mediante infección de estas APC, causando un descenso en la expresión de 
moléculas co-estimulatorias; y 2) Utilización de moléculas del virus que son capaces 
de interferir con los DAMP. Estas “señales negativas” inducirían el bloqueo o 
modificación de la señalización intracelular que activan los PRRs llevando a un 
estado de inmunotolerancia (Tournier and Quesnel-Hellmann, 2006). Estos 
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procesos se ven magnificados en individuos neonatos, ya que su sistema inmune 
responde con menor eficiencia o resulta difícil de activar. 
 
Virus monocitotrópicos como VDVB son capaces de infectar APC y sus 
efectos dependen de la población celular infectada. DC y monocitos son 
susceptibles a la infección con VDVB cp y ncp; sin embargo, sólo los monocitos 
sufren lisis celular cuando están infectados con VDVB cp. El mecanismo por el cual 
la DC sobrevive a la infección por VDVB cp aún no está completamente claro, sin 
embargo se ha sugerido que la infección de las DC con VDVB podría interferir con 
su funcionalidad (Glew et al., 2003) ya que se observa supresión de la respuesta 
inmune e inducción de apoptosis sin infección de los linfocitos. Se ha demostrado 
que las variantes citopáticas (cp) o no citopáticas (ncp) de VDVB tienen diferente 
capacidad de infectar y replicar en DC (Sopp et al., 1994). 
 
Glew y col. (2013) observaron que el VDVB ncp alcanzaba un menor título 
viral en células dendríticas que en monocitos. Según este estudio, la infección de 
monocitos con VDVB ncp causa una reducción en la respuesta proliferativa de 
linfocitos T CD4+ de memoria cuando se co-cultivan con estas células. En cambio, 
cuando se usa VDVB ncp para infectar DC,  estas células no reducen su capacidad 
de estimular respuestas proliferativas en linfocitos T CD4+ (Glew et al., 2003).  
 
Para que el antígeno presentado por la APC sea reconocido por el TCR 
de la célula T, se requiere una segunda señal de activación. Esta segunda señal es 
inducida por IL-12 y las moléculas co-estimulatorias pertenecientes a la familia B7: 
CD80 y CD86 (Glew et al., 2003). Estas moléculas se expresan en la superficie de 
la APC e interactúan con CD28 de la célula T (Chase, 2013). Monocitos 
provenientes de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de bovinos 
infectados con la cepa altamente virulenta 24515 de VDVB tipo 2 ncp, mostraron 
una disminución de la expresión de moléculas co-estimulatorias de la familia B7 
(Archambault et al., 2000). Lee y col (2008) observaron una reducción del 50 al 70% 
del  mARN de CD80 y CD86 que se expresaba en la superficie de monocitos 
infectados por 24 horas con VDVB NADL cp ó NY-1 (Lee et al., 2008). Sin embargo 
en observaciones previas, al infectar células dendríticas o monocitos in vitro por 
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48h, no se observó una reducción en la expresión de moléculas co-estimulatorias de 
la familia B7 (Glew et al., 2003). 
 
Una adecuada actividad fagocítica y junto a la expresión de MHC II son 
esenciales en las APC para la apropiada presentación antigénica a las células T. 
Las APC infectadas con VDVB tienen una reducción en la expresión de los 
receptores Fc y C3 en su superficie. Estos receptores son requeridos durante el 
proceso de fagocitosis, y su reducida expresión podría impactar la captación del 
antígeno y en definitiva su presentación (Adler et al., 1997; Welch, 2005). El efecto 
de la infección de VDVB en la presentación antigénica también parece depender de 
la cepa viral y de la madurez de la APC (Chase, 2013). Por otra parte, cuando se 
han hecho análisis de proteómica en monocitos infectados con las cepas NADL cp ó 
NY-1 1b ncp se ha observado una disminución de MHC II después de la infección 
por cualquiera de las dos cepas, pero con una mayor disminución en los monocitos 
infectados con  la cepa NY-1 1b ncp (Lee et al., 2009). 
 
1.8.2 Efecto de la infección por VDVB en Linfocitos T 
 
Después de la infección con VDVB en pulmón, se observa una agresiva 
respuesta local de linfocitos T. Este puede ser un mecanismo efectivo para la 
eliminación del virus durante la fase de infección aguda (Chase, 2013). 
 
El efecto de la infección de VDVB sobre el número de linfocitos T 
circulantes depende de la cepa infectante. La infección in vivo con cepas de 
referencia usadas en laboratorio como la NY-1 ncp ó con las cepas de campo ncp 
resultan en una disminución de las subpoblaciones de  linfocitos T, observándose 
una mayor disminución de las poblaciones  de linfocitos T CD8+, seguido por 
linfocitos T CD4+ (Brodersen and Kelling, 1999; Ellis et al., 1988; Ganheim et al., 
2005).  
En estudios previos, se desafiaron bovinos con los biotipos cp y ncp con 
el fin de evaluar el tipo de respuesta inducida en linfocitos T. Los animales 
infectados con la cepa cp tuvieron una respuesta predominantemente de tipo 
celular, y esta tendencia se conservó hasta por 10 días post desafío. El biotipo ncp 
tiende a inducir una respuesta humoral y limitada capacidad de inducir inmunidad 
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mediada por células (Lambot et al., 1997; Rhodes et al., 1999). En un modelo de 
exposición natural, usando como fuente de infección terneros PI infectados con una 
cepa ncp 1b, los niveles séricos de IL-4 y de citoquinas pro-inflamatorias estaban 
incrementados en los terneros no PI expuestos a VDVB. La sobre expresión de IL-4 
puede tener efectos negativos en la respuesta inmune por disminución del 
reclutamiento, expansión y actividad de células Th1 (Burciaga-Robles et al., 2010). 
 
Se ha visto también que la infección in vitro con cepas ncp en CMSP 
provenientes de animales no vacunados resulta en la disminución de la expresión 
de IL-2R en estas células. En cambio, la estimulación con 8 diferentes cepas de 
VDVB cp induce una alta expresión de IL-2R (Hou et al., 1998). La infección con el 
VDVB ncp regula negativamente la síntesis de IFNγ, lo que también pueden inhibir 
la respuesta mediada por células hacia otros microorganismos como Mycobacterium 
bovis. Esto puede resultar en una falla en la detección de ganado con tuberculosis 
(Charleston et al., 2001b). 
 
1.8.2.1 Efecto de VDVB en linfocitos T CD4+ y CD8+ 
 
La respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4+ está dirigida 
primariamente a la proteína no estructural NS2-3, la glicoproteína E2, la proteína 
capsidal C, la glicoproteína Erns y la proteinasa amino terminal Npro (Collen et al., 
2002; Collen et al., 2000; Collen and Morrison, 2000). Estas respuestas se 
evaluaron realizando ensayos de proliferación celular, que miden de manera 
indirecta la respuesta inmune de memoria hacia los diferentes antígenos virales. Las 
respuestas proliferativas de células T ocurren más rápido luego de su estimulación 
con virus cp, cuando se compara con la infección con virus ncp (Brackenbury et al., 
2003; Collen et al., 2000; Lambot et al., 1997). 
 
La población de linfocitos T CD8+ citotóxicos (LTC) juegan un importante 
papel durante las respuesta inmune a la infección aguda por VDVB cp. La respuesta 
proliferativa de LTC CD8+ está acompañada de la producción de IL-2 e IFNγ 
indicando que la respuesta de memoria es de tipo 1 en animales seropositivos 
(Howard et al., 1992). Se ha demostrado que la acción citotóxica de LTC puede 
mantenerse hasta por 9 meses después de la infección en campo. Sin embargo, se 
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ha requerido de cultivos in vitro de más de tres semanas para reproducir ese mismo 
efecto, lo cual sugiere que la cantidad de LTC circulantes es muy bajo (Beer et al., 
1997).  
 
El mapeo de epitopes LTC en  antígenos de VDVB no se ha realizado 
todavía; sin embargo, se han hecho algunas predicciones computacionales de 
epitopes LTC basados en dominios de unión a MHC I, indicando que hay regiones 
en C, Erns, E2 y NS2-3 que probablemente sean epitopes LTC (Hegde and 
Srikumaran, 1997). La expresión de MHC I en células infectadas afecta la respuesta 
de LTC. En dos estudios realizados, se observó que la infección de CMSP, DC y 
monocitos no tuvo efecto sobre la expresión en superficie de MHC I en estas células 
(Archambault et al., 2000; Glew et al., 2003). Sin embargo, Lee y col, (2009), 
reportaron que después de realizar un  análisis de proteómica en células infectadas 
con cepas NADL cp o NY-1 ncp se observó una disminución en la expresión de 
MHC I sólo en las células infectadas con la cepa ncp (Lee et al., 2009).  
 
La depleción experimental de subpoblaciones de linfocitos en terneros se 
ha realizado en diferentes estudios para evaluar el impacto de dichas poblaciones 
celulares en la infección de VDVB. Howard y col. (1992), depletaron poblaciones de 
linfocitos T CD4+, CD8+ ó γ/δ en terneros usando anticuerpos específicos 
generados en ratón. Luego estos terneros se infectaron intranasalmente con la cepa 
PE515 ncp tipo 1 y se evaluó viremia y descarga viral por vía nasal. La depleción de 
linfocitos T CD4+ incrementó el periodo de descarga viral 7 a 10 días y los niveles 
de virus fueron 0.5-1.5 log10 más altas con respecto de los controles.  Por otro lado, 
se observó que la depleción de linfocitos T CD8+ ó γ/δ no prolongaron el periodo de 
descarga nasal (Howard et al., 1992).  
 
1.8.2.2 Efecto de VDVB en linfocitos T γ/δ  
 
Los rumiantes tienen mayores niveles de linfocitos T γ/δ comparado con 
otras especies. En neonatos, hasta el 60% del pool de linfocitos pueden ser 
linfocitos T γ/δ. Esta población se encuentra distribuida en sangre periférica, epitelio 
intestinal y lamina propia. Aunque los linfocitos T γ/δ no se diferencian 
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morfológicamente de otras subpoblaciones de linfocitos, su función parece estar 
más relacionada con la de células NK (Bruschke et al., 1998; Jutila et al., 2008). Los 
linfocitos T γ/δ reconocen determinantes propios del individuo en células infectadas 
con virus y no requieren procesamiento del antígeno por las APC (Chase, 2013).  
 
Los linfocitos T γ/δ también se clasifican según su función específica. Los 
linfocitos T γ/δ WC1+ son considerados como una población del pool inflamatorio; 
mientras que las células T γ/δ que se activan solo por CD-1, son regulatorias y 
poseen características de células mieloides. Dentro del fenotipo WC1+ hay 
subpoblaciones WC1.1+ y WC1.2 que difieren en la producción de IFNγ y las 
respuestas proliferativas después de la estimulación. El papel de la proteína WC-1 
no se ha dilucidado por completo aún, pero puede ser un homólogo de los antígenos 
CD4 y CD8 en linfocitos T α/β (Ackermann et al., 2010). 
 
El rol de los linfocitos T γ/δ en infecciones por VDVB no han sido 
investigadas en profundidad. Hasta el momento se sabe que la exposición de 
animales a cepas de campo ncp tipo 1 resulta en una disminución de linfocitos T γ/δ 
circulantes. Esta reducción se observa entre los días 11 y 22 post infección (Ridpath 
et al., 2007a).  
 
1.8.3 Efecto del VDVB sobre los linfocitos B 
 
La infección con VDVB tiene su mayor impacto en linfocitos B foliculares. 
En los tejidos linfoides, la depleción de esta población se observa principalmente en 
los folículos linfoides de ganglios linfáticos después de la infección con cepas ncp 
altamente virulentas y en Placas de Peyer de animales con Enfermedad de las 
Mucosas (Brodersen and Kelling, 1999; Liebler-Tenorio et al., 2004; Liebler-Tenorio 
et al., 2003a, b; Stoffregen et al., 2000; Teichmann et al., 2000). 
  
Se ha reportado que la apoptosis de linfocitos B en los folículos linfoides 
de las Placas de Peyer ocurre 6 días después de la infección con la cepa 1373 ncp. 
Las poblaciones predominantes en los folículos linfoides con depleción de linfocitos 
B son macrófagos infectados con VDVB y células reticulares estrelladas. Durante 
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las fases tempranas de la infección, antes de la fase de depleción, se ha observado 
un estadío de proliferación de linfocitos B en la zona cortical de los folículos 
linfoides.  Esta fase de proliferación está acompañada de signos de apoptosis y la 
aparición de células infectadas, sugiriendo  que la depleción linfoide no se debe a la 
falta de proliferación celular. Se ha propuesto que la apoptosis de linfocitos esta 
mediada por los macrófagos activados que se alojan en el folículo linfoide en 
infecciones con VDVB ncp (Pedrera et al., 2009).  
 
Para el estudio del efecto de VDVB sobre poblaciones de linfocitos B se 
diseñó un novedoso modelo in vitro usando células BL-3 (Bendfeldt et al., 2007; 
Ridpath et al., 2006). Las células BL-3 son una línea celular derivada de 
linfosarcoma de linfocitos B de bovino que poseen distinta susceptibilidad a varias 
cepas de VDVB y otros virus (Bruschke et al., 1998; Pedrera et al., 2009). Las 
respuestas generadas en linfocitos BL-3 difieren con la virulencia de la cepa 
infectante, siendo más susceptibles a las cepas altamente virulentas. Las cepas de 
baja virulencia no ejercen ningún efecto sobre la viabilidad de estas células en 
cultivo (Ridpath et al., 2006). Este modelo ha permitido dilucidar las vías de 
señalización en linfocitos B que varían de acuerdo a la virulencia de la cepa 
infectante (Bendfeldt et al., 2007). 
 
1.8.4 Inmunidad humoral y VDVB 
 
La inmunidad humoral juega un papel muy importante en la protección 
contra DVB luego de la infección. Los bovinos infectados poseen anticuerpos 
neutralizantes contra la cepa infectante y son inmunes de por vida a esa misma 
cepa (Duffell and Harkness, 1985; Lértora, 2003). Los bovinos infectados 
desarrollan anticuerpos contra las tres proteínas de envoltura Erns, E1 y E2, y contra 
la proteína no estructural NS3 (Bolin, 1993). La respuesta de anticuerpos es 
detectable desde las cuatro semanas post infección con un pico máximo entre las 
10 y 11 semanas. La mayor parte de los anticuerpos neutralizantes reconocen a E2, 
que media la entrada a las células. Las principales epitopes neutralizantes son 





La protección puede darse por transferencia pasiva de anticuerpos a 
animales naïve, como sucede en el ternero recién nacido cuando recibe anticuerpos 
específicos contra VDVB a través del calostro. Se ha observado correlación entre 
los altos títulos de anticuerpos adquiridos de forma pasiva y la ausencia de virus en 
la nasofaringe (Howard et al., 1989). El título seroneutralizante se asocia a 
protección de la diseminación sistémica (Bolin and Ridpath, 1996). Esta asociación 
no ocurre en infecciones congénitas (van Oirschot et al., 1999). 
 
1.9 Vacunación contra VDVB 
 
Las vacunas contra VDVB son efectivas previniendo la forma aguda de la 
enfermedad, pero su beneficio es dudoso en lo que se refiere a protección del feto y 
prevención prolongada de desórdenes de la fertilidad. La vacunación debe ser 
acompañada por medidas sanitarias eficientes: monitoreo serológico del rebaño, 
eliminación de animales PI y medidas de bioseguridad del personal que opera en la 
producción (Walz et al., 2010). 
 
Actualmente existen dos tipos de vacunas disponibles en el mercado 
mundial contra VDVB: vacunas vivas modificadas y vacunas inactivadas (Beer and 
Wolf, 2003). En Argentina solamente se permite la aplicación de vacunas 
inactivadas.  
 
A pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo de inmunógenos 
contra este virus, no se ha obtenido aún una formulación vacunal que sea por 
completo efectiva. Estos antecedentes avalan el desarrollo de antígenos 
recombinantes y el uso de inmunoestimulantes para activar al sistema inmune 
bovino. El principal antígeno con el que se ha trabajado para el desarrollo de 
vacunas de nueva generación es la glicoproteína E2 de la envoltura viral (Bruschke 
et al., 1999; Chimeno Zoth et al., 2007; Thomas et al., 2009), blanco principal de la 







1.9.1 Vacunas vivas modificadas (VVM) 
 
Estas vacunas contienen virus viable atenuado por pasajes en huéspedes 
no susceptibles (Deregt et al., 2004; van Oirschot et al., 1999). Experimentalmente 
se ha probado la atenuación de cepas virales mediante ingeniería genética 
(Henningson et al., 2009) o tratamientos químicos (Lobmann et al., 1984). Las VVM 
son eficientes inductoras de inmunidad que se mantiene a largo plazo pero están 
contraindicadas para su uso en hembras gestantes. 
 
Las VVM obtenidas a partir de virus cp no generan animales PI, pero si se 
aplica a un animal PI puede desencadenar Enfermedad de las Mucosas. Sólo las 
VVM producidas a partir de virus ncp pueden ser capaces de generar animales 
persistentemente infectados (Kelling, 2004). En este sentido, para que se autorice el 
uso de VVM se debe demostrar que son seguras en el ganado (es decir, sin 
transmisión al feto), o bien se deben autorizar con una advertencia para no 
utilizarlas en hembras gestantes (http://www.bvd-info.ch/veterinarians/, 2006; OIE, 
2008). 
1.9.2 Vacunas inactivadas (VI) 
Estas formulaciones contienen virus inactivado o sólo partes de este. El 
virus es crecido en cultivos de líneas celulares BT (células de cornete bovino), BTest 
(células de testículo bovino) o MDBK (Células de riñón bovino-Madin Marby), 
cosechado y posteriormente inactivado. No hay un método estándar de producción; 
se utilizan técnicas convencionales con cultivos celulares estacionarios, rodantes o 
en suspensión (microtransportadores). La inactivación se realiza tratando el virus 
con formol, etilenimina binaria (BEI) o β-propiolactona (Howard et al., 1994; 
McGoldrick et al., 1999). El antígeno inactivado se formula con adyuvantes como 
hidróxido de aluminio o emulsiones de aceite en agua (Howard et al., 1994; 
Ludemann and Katz, 1994). Estas vacunas, al igual que las preparadas con virus 
atenuado, requieren de cadena de frío para mantener su actividad inmunizante. 
 
Las vacunas a virus inactivado son considerablemente más seguras que 
las VVM, pero su efecto inmunizante es menor. La corta duración de la protección 
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obliga a la realización de vacunaciones de refuerzo por lo menos una vez al año 
(Grooms et al., 2007). Existen pocas publicaciones sobre la duración de los 
anticuerpos después de la vacunación con un producto comercial. Los protocolos en 
uso recomiendan generalmente un procedimiento inicial de dos inoculaciones y 
refuerzos con intervalos anuales. Sólo se dispone de datos limitados sobre los 
niveles de anticuerpos que se correlacionan con la protección contra infecciones 
respiratorias (Bolin and Ridpath, 1995; Howard et al., 1989), o infecciones in utero 
(Brownlie et al., 1995). La eficacia de la vacunación contra cualquier genotipo, 
particularmente con una vacuna inactivada, es menos predecible para evitar la 
transmisión transplacentaria, ya que la viremia raramente se evita por completo. 
 
Una vacuna ideal debería contener una cepa (o cepas) de virus que haya 
demostrado inducir protección cruzada contra todas las variantes antigénicas de 
VDVB. Las características antigénicas de cepas individuales se pueden evaluar 
mediante análisis con series de anticuerpos monoclonales (Moennig et al., 2005; 
Paton et al., 1995). La identidad del virus del inóculo se debe confirmar por 
secuenciación (Ridpath et al., 1994a). 
 
La emergencia de genotipo 2 de VDVB ha planteado preguntas respecto 
al grado de protección contra el genotipo 2 que poseen las vacunas preparadas con 
el genotipo 1. Un estudio in vitro acerca de la capacidad neutralizante de los 
anticuerpos séricos inducidos por una vacuna, reveló una amplia reactividad con 
diversas cepas de Europa y de EE.UU., incluyendo cepas de tipo 2. Otros trabajos 
mostraron que las vacunas derivadas del genotipo 1 pueden proporcionar protección 
cruzada contra el genotipo 2 (Cortese et al., 1998; Dean and Leyh, 1999; Hamers et 
al., 2003; Makoschey et al., 2001). Debido al número limitado de ensayos de 
protección cruzada reportados en la bibliografía, la reactividad entre cepas no ha 
sido fehacientemente elucidada. 
 
1.9.3 Vacunas de nueva generación ó recombinantes 
 
Las vacunas actuales contra VDVB se basan en virus inactivado o 
atenuado, sin embargo y a pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo de 
vacunas contra este virus, no se ha obtenido aún una vacuna que sea segura y por 
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completo efectiva. En las últimas décadas, las vacunas recombinantes han sido 
propuestas como alternativa al uso de vacunas inactivadas y vivas modificadas. El 
desarrollo de vacunas de nueva generación se ha centrado principalmente en el uso 
de la proteína E2 de VDVB como antígeno vacunal, por ser el blanco principal de la 
respuesta inmune neutralizante que se instaura luego de la infección por VDVB. Sin 
embargo, otras proteínas de VDVB han sido expresadas en distintos sistemas 
recombinantes y han sido propuestas como candidatas vacunales. 
 
  Las vacunas basadas en E2 suelen prepararse a partir de una versión 
deletada de esta glicoproteína, eliminando los dominios transmembrana e 
intracelular (Marzocca et al., 2007). De este modo se facilita la producción de 
antígeno vacunal en sistemas de cultivo, ya que se cosecha directamente del 
sobrenadante. El sistema mayormente utilizado es el de Baculovirus recombinante-
células de insecto, que es muy eficiente en permitir la expresión de niveles 
industriales de proteína recombinante glicosilada. Sin embargo, algunos autores han 
discutido la pérdida de actividad neutralizante de la E2 glicosilada por Baculovirus 
(Pande 2005).  
 
También se han utilizado otros sistemas para producir la proteína E2 en 
su versión truncada. Por ejemplo, en 2013 fue publicado un estudio en el que la 
proteína tE2 recombinante se fusionó a APCH. APCH es una molécula que 
corresponde a la cadena simple de un anticuerpo recombinante  que reconoce un 
epitope del MHC clase II DR y tiene la capacidad de estimular células presentadoras 
de antígeno. La APCH-tE2 fue producida en plantas de alfalfa transgénicas. Al 
inmunizar cobayos y bovinos con 0.2µg y 3µg de APCH-tE2, respectivamente, se 
indujo la  producción de anticuerpos neutralizantes. Los bovinos vacunados fueron 
desafiados con  una cepa infectante de VDVB aislada en campo. Al evaluar la 
presencia de VDVB en linfocitos e hisopados nasales los días 0, 4, 6, 8 y 11 post 
desafío, no se evidencio viremia en los animales vacunados con APCH-tE2 (Perez 
Aguirreburualde et al., 2013).  
 
Agrobacterium tumefaciens es una bacteria gram negativa que afecta 
plantas y tiene la capacidad de transferir ADN entre la bacteria y la planta infectada; 
por esto, ha sido un modelo ampliamente usado en estudios de ingeniería genética. 
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En un estudio publicado en 2012, se utilizó una versión recombinante de A. 
tumefaciens como vector de expresión para producir E2 trucada al infectar plantas 
de tabaco con la bacteria recombinante. Para evaluar la inmunogenicidad de la tE2 
proveniente del extracto de hojas de tabaco, se administraron 20 µg de tE2 a 
cobayos adultos, por vía intramuscular (adicionando Marcol Montanide como 
adyuvante) ó subcutánea (adicionando hidróxido de aluminio como adyuvante) 
(Nelson et al., 2012).  
 
En este estudio se utilizaron animales inmunizados con una vacuna 
convencional basada en VDVB inactivado como control positivo. Al evaluar la 
inducción de la respuesta inmune humoral, se observaron altos títulos de 
anticuerpos seroneutralizantes en los animales vacunados, independientemente de 
la ruta de inyección utilizada. Sin embargo, al evaluar anticuerpos específicos contra 
E2 por ELISA, se observó que la formulación administrada por vía intramuscular 
(usando Marcol Montanide como adyuvante) indujo mayores títulos de anticuerpos 
comparado con la formulación administrada por vía subcutánea (usando hidróxido 
de aluminio como adyuvante) (Nelson et al., 2012). 
 
Versiones recombinantes del Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) han 
sido usados como vectores de expresión para producir la proteína E2 de VDVB 
usando células  de la línea BHK21 como sustrato (Grigera et al., 2000; Kohl et al., 
2007). Al administrar VSV-E2 a ratones por vía intranasal, se indujeron anticuerpos 
seroneutralizantes hasta por 180 días después de la primera vacunación. Tampoco 
se observó sintomatología clínica luego de la vacunación con VSV-E2 indicando que 
el componente viral de la vacuna aportado por el VSV no produce efectos 
colaterales después de la vacunación (Grigera et al., 2000). 
 
El virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV), también ha sido 
reportado por ser usado como vector de expresión de la proteína E2 de VDVB tipo 1 
cepa NY. Al vacunar bovinos jóvenes con diferentes dosis de EEV-E2 y luego 
desafiarlos con una cepa de VDVB tipo 1 infectiva, se observó que  la protección de 
la infección es dosis dependiente y que al analizar muestras de suero provenientes 
de los animales vacunados, se inducen anticuerpos neutralizantes que inhiben la 
infección de MDBK cuando se inoculan VDVB tipo 1 y tipo 2. Es decir, se da una 
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respuesta cruzada de anticuerpos. Sin embargo, no se verificó si los resultados 
obtenidos in vitro (SNV) corresponden a lo que se vería luego del desafío con una 
cepa de VDVB tipo 2 (Loy et al., 2013). 
 
1.9.3.1 Antígenos de VDVB expresados en células de insecto usando 
Baculovirus como vector de expresión. 
 
El uso de Baculovirus (BV) como vector de expresión en células de 
insecto ha sido uno de los sistemas más versátiles que se ha usado para la 
expresión de proteínas virales (Kost et al., 2005). Bolin y col (1996), usaron el 
sistema BV para expresar la proteína E2 de VDVB (cepa Singer) y evaluar si la 
proteína recombinante tenía la capacidad de inducir inmunidad protectiva en 
terneros que fueron expuestos a VDVB cepa Singer (tipo 1) o VDVB cepa 890 (Tipo 
2). La proteína E2 fue deletada en su región transmembrana C-terminal, para que 
fuera secretada al medio de cultivo facilitando su recuperación (BVδE2). Terneros 
de 7 a 10 días de edad fueron inmunizados  por vía subcutánea con una mezcla 1:1 
de BVδE2 y adyuvante incompleto de Freund. Se administraron tres dosis a 
intervalos de 2-3 semanas entre vacunaciones. Los animales fueron desafiados con 
106 DICT50 de VDVB Singer ó VDVB-890 (Bolin and Ridpath, 1996). 
 
En este estudio, los terneros desafiados con la cepa Singer de VDVB no 
mostraron signos clínicos después del desafío y generaron títulos variables de 
anticuerpos neutralizantes. La falta de replicación viral en los animales inmunizados 
y desafiados con la cepa homologa (Singer) estuvo estrechamente relacionada a un 
alto título seroneutralizante: los terneros con títulos neutralizantes ≥512 no tuvieron 
títulos séricos contra NS3, lo cual indica que VDVB Singer no pudo replicarse en 
estos animales. Asimismo, el virus no pudo ser aislado de sangre ni de hisopados 
nasales de estos animales. Por otro lado, los terneros con títulos seroneutralizantes 
(≤64) mostraron anticuerpos contra la proteína NS3 del virus, que indicó replicación 





En los animales no inmunizados, hubo replicación viral y sintomatología 
clínica. A pesar de que los terneros desafiados con la cepa heteróloga (BVDV-890) 
generaron altos títulos de anticuerpos neutralizantes, los animales mostraron 
sintomatología  clínica, y hubo evidencia de replicación viral y dispersión sistémica. 
Esto se verifico porque se pudo aislar el virus de sangre e hisopados nasales y se 
detectaron anticuerpos contra la proteína NS3 del virus. Para este estudio, la 
vacunación con BVδE2 producida a partir de VDVB Singer no induce protección 
cruzada contra la dispersión sistémica de la cepa VDVB-890 y la subsecuente 
sintomatología clínica causada por la infección (Bolin and Ridpath, 1996). 
 
En otro estudio publicado en 2012, se inmunizaron bovinos jóvenes y 
cobayos con una vacuna recombinante basada en la proteína E2 truncada  en su 
extremo C-terminal (tE2). La tE2 fue producida en la línea celular CHO-K1 (células 
derivadas de ovario de hámster chino) (Pecora et al., 2012; Pecora et al., 2009). Se 
administraron  dos dosis de 5µg, 1 µg, y 0.5 µg de tE2 por vía intramuscular, con un 
intervalo de 30 días entre vacunaciones. Un grupo de animales vacunados con 
VDVB ncp inactivado fue utilizado como control positivo. Animales no vacunados se 
usaron como control negativo. La respuesta inmune protectiva se evaluó desafiando 
los bovinos vacunados con una cepa infectiva de VDVB ncp. Ambas formulaciones 
vacunales fueron preparadas con la adición de Marcol Montanide como adyuvante. 
Se evaluaron títulos de anticuerpos neutralizantes y se monitoreó la temperatura 
corporal y variaciones en los recuentos leucocitarios de los animales en estudio. La 
vacuna basada en tE2 logro inducir títulos de anticuerpos neutralizantes 
comparables a los inducidos por la vacuna basada en VDVB inactivado + Marcol 
Montanide (control positivo). Después del desafío, no se presentó aumento de la 
temperatura ni fluctuaciones importantes en los recuentos de linfocitos en los 
animales vacunados con tE2 ó VDVB inactivado + Marcol Montanide, indicando que 
la vacuna basada en tE2 logro inducir una respuesta inmune equivalente a la que 
obtendría usando una vacuna comercial (Pecora et al., 2012), cumpliendo los 
requerimiento mínimos para la validación de vacunas para VDVB de acuerdo a las 
regulaciones vigentes (CFR, 2001) y con la ventaja de no usar la partícula viral 




En 1993, Hulst y col, usaron células Sf9 para expresar la proteína de 
envoltura E1 de CSFV (de la familia Flaviviridae, al igual que VDVB), usando el 
sistema BV. Al deletar la región transmembrana C-terminal de E1, la proteína 
generada (BVδE1), fue secretada al medio de cultivo permitiendo colectar hasta 
30µg de E1 por cada 106 células; tres veces más de la proteína colectada con la 
versión no deletada de E1 (localizada en el citoplasma celular).  BVδE1 se purificó 
por cromatografía de afinidad y se utilizó para inmunizar cerdos de 1 a 12 semanas 
de edad. Los animales fueron inmunizados en una ó dos ocasiones por vía 
intramuscular con 20 ó 100µg de BVδE1 adicionando una doble emulsión de agua-
aceite como adyuvante. Los cerdos que recibieron dos dosis, fueron inmunizados 4 
semanas después de la primo vacunación. BVδE1 indujo altos títulos de anticuerpos 
neutralizantes y confirió protección a la totalidad de los cerdos inmunizados. Se 
observó que incluso la menor dosis (20 µg, por una sola vez) fue suficiente para 
proteger los animales luego de ser desafiados con el virus infeccioso. Los animales 
protegidos y desafiados tampoco transmitieron el virus a cerdos no inmunizados 
(Hulst et al., 1993) 
 
Otros antígenos virales como M2 de Influenza A (Slepushkin et al., 1995)  
y la nucleoproteína N del virus de la rabia (Fu et al., 1991) que han sido expresados 
en el sistema BV se han usado para inmunizar ratones. Estos antígenos han 
inducido títulos de anticuerpos y confirieron protección post desafío en los animales 
vacunados. Aunque algunos antígenos virales no han sido probados en modelos in 
vivo, se han propuesto como candidatos vacunales. Baumert y col 1998, lograron 
expresar en el sistema BV las proteínas del core, E1, E2, p7 y un fragmento de NS3 
del virus de la Hepatitis tipo C (familia Flaviviridae), formando una partícula parecida 
a virus (virus-like particle) que podría ser usada para el estudio del ensamblaje viral, 
interacciones célula-virus, y potencialmente como un candidato a vacuna 
recombinante (Baumert et al., 1998). 
 
1.9.3.2 Antígenos de VDVB expresados en vectores plasmídicos 
 
Durante los años 90s, se hicieron los primeros reportes sobre el uso de 
ADN plasmídico y su capacidad de inducir respuesta inmune humoral y celular 
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contra varios agentes patógenos virales como Influenza (Robinson et al., 1993), 
Rabia  (Xiang et al., 1994), Virus de Inmunodeficiencia Humana (Wang et al., 1993), 
Herpes Virus Bovino (Cox et al., 1993) y parasitarios como el de la Malaria 
(Sedegah et al., 1994). La mayoría de estos primeros estudios se realizaron usando 
el modelo murino para determinar la eficiencia de la inmunización usando ADN 
plasmídico (Harpin et al., 1997). 
 
Para el caso de VDVB, uno de los primeros estudios que se publicaron 
evaluó el potencial inmunogénico de vectores plasmídicos que codificaban la 
proteína E2 del virus (Harpin et al., 1997). Se usaron ratones adultos que fueron 
inmunizados con dos dosis de 100µg de pcDNA-E2 por vía intramuscular ó 
intradérmica. La proteína E2 que se utilizó para construir el vector provenía de la 
cepa NADL de VDVB (tipo 1). Se observó que ambas rutas de administración 
indujeron títulos de anticuerpos contra VDVB tipo 1 cepas NADL (cp) y NY-1 (ncp), y 
contra VDVB tipo 2 cepa BVDV2/145 (cp). Sin embargo, la inmunización por vía 
intramuscular indujo mayores títulos de anticuerpos en comparación a la vacunación 
intradérmica. Al realizar ensayos de seroneutralización, los ratones inmunizados por 
vía intramuscular e intradérmica generaron anticuerpos neutralizantes sólo contra 
las cepas NADL y NY-1 del genotipo 1 de VDVB, y los títulos neutralizantes fueron 
similares a los vistos en sueros provenientes de ratones inmunizados con 105 
DICT50 de VDVB cepa NADL, indicando que aunque la inmunización de ratones con 
pcDNAE2 no indujo una respuesta inmune cruzada humoral contra VDVB de tipo 2, 
las vacunas recombinantes pueden asemejar la respuesta inmune inducida por el 
virus nativo (Harpin et al., 1997). 
 
En otro estudio publicado en 2005, Liang y col. evaluaron distintas formas 
secretadas de E2 (δE2) proveniente de VDVB cepa NADL y expresadas en los 
vectores plasmídicos pMASIA y pSLKIA, usando la señal secretoria de la 
glicoproteína D (gDs) del Virus de la Rinotraqueitis Bovina ó la señal secretoria del 
activador tisular de plasminógeno (tPAs). Ratones adultos se inmunizaron vía 
intradérmica con dos dosis de vacuna (30µg/dosis), a intervalos de cuatro semanas 
entre inmunizaciones, con pMASIA-gDs-δE2, pMASIA-tPA-δE2, pSLKIA-gDs-δE2 ó 
pSLKIA-tPA-δE2.  Todas las versiones de δE2 evaluadas indujeron altos títulos de 
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anticuerpos. Sin embargo, la δE2 expresada en pMASIA-tPA-δE2 y pMASIA-gDs-
δE2 indujo una respuesta más balanceada de anticuerpos (bajo cociente IgG1: 
IgG2a) con respecto a las versiones de δE2 expresadas en el vector pSLKIA. Los 
ratones inmunizados con pMASIA-tPA-δE2 tuvieron mayores títulos de anticuerpos 
neutralizantes contra VDVB cepa NADL. Dado que la δE2 expresada en el vector 
pMASIA con la señal de secreción tPA indujo una mejor respuesta inmune en 
ratones, esta versión de δE2 fue utilizada para inmunizar terneros de 16 semanas 
por vía intradérmica. Se administraron tres dosis de pMASIA-tPA-δE2 (500µg/dosis) 
a intervalos de tres semanas entre inmunizaciones. Los terneros inmunizados 
generaron altos  títulos de IgG total, y anticuerpos neutralizantes, con una respuesta 
balanceada de IgG1 e IgG2a. Al evaluar la respuesta inmune celular, se observó 
linfoproliferación y producción de IFNγ en CMSP provenientes de animales 
inmunizados y que fueron estimuladas in vitro con VDVB cepa NADL (Liang et al., 
2005).   
 
En experimentos posteriores (Liang et al., 2008), el plásmido pMASIA-tPA 
fue también utilizado para expresar la proteína E2 de VDVB tipo 1 y tipo 2 por 
separado (pMASIA-tPA-tE2.1 y pMASIA-tPA-δE2.2). En este estudio se inmunizaron 
bovinos jóvenes con pMASIA-tPA-tE2.1, pMASIA-tPA-δE2.2 ó con la combinación 
de ambos (priming) y luego con la proteína E2 heteróloga de VDVB tipo 1 (E2.1), 
VDVB tipo 2 (E2.2) ó con la combinación de ambas (E2.1 + E2.2) (boost). Se utilizó 
una mezcla de CpG ODN y una emulsión comercial de aceite en agua como 
adyuvante de las formulaciones. Los animales inmunizados mostraron una buena 
respuesta inmune humoral y celular, con una alta proporción de células productoras 
de IFNγ. Al desafiar los animales con una cepa infectiva de VDVB tipo 2, se observó 
que los animales vacunados con las formulaciones que contenían pMASIA-tPA-
tE2.2 y E2.2 ó pMASIA-tPA-δE2.1 + pMASIA-tPA-δE2.2 y E2.1 + E2.2 se 
protegieron completamente de la infección, mientras que los animales vacunados 
con pMASIA-tPA-δE2.1 y E2.1 solo mostraron una protección parcial, sugiriendo que 
la E2 proveniente de VDVB tipo 1 confiere protección cruzada incompleta cuando 




En 2013, este mismo grupo de trabajo reportó que administrando 
pMASIA-tPA-δE2.1 + pMASIA-tPA-δE2.2 por vía intramuscular, utilizando un 
sistema de electroporación o de liberación lenta del antígeno vacunal, se lograba 
inducir anticuerpos neutralizantes, activación de linfocitos T y reducción de la 
descarga viral en animales que fueron vacunados y luego desafiados con una cepa 
infectiva de VDVB tipo 2.  Estos resultados se obtuvieron luego de la aplicación de 
dos dosis de vacuna con espacio entre 6 y 12 semanas entre aplicaciones (van 
Drunen Littel-van den Hurk et al., 2013). 
 
1.9.3.3 Producción de antígenos de Flavivirus usando Semliki Forest Virus 
(SFV) y utilización de vectores derivados de SFV como vacunas 
génicas. 
 
 Recientemente se ha propuesto la expresión de antígenos virales usando 
alfavirus como sistema de expresión. El uso de Semliki Forest Virus (SFV) se 
popularizó como vector de expresión replicativo, por su alta eficiencia y porque se 
pueden usar varias líneas celulares como sustrato para producir el antígeno de 
interés. Estos vectores se han usado para la expresión de antígenos que se han 
probado en terapia génica del cáncer y también para el desarrollo de vacunas 
(Schlesinger, 2001). Usualmente el ADN de interés se clona en el vector plasmídico 
SFV que sirve de molde para la síntesis in vitro de ARN recombinante. Este ARN 
recombinante a su vez es transfectado a células de mamífero en cultivo, que son 
capaces de dirigir su propia replicación, obteniéndose una producción altamente 
eficiente de la proteína heteróloga dentro de la célula (Li et al., 2007). Se ha 
mostrado previamente que las vacunas basadas en SFV inducen una eficiente 
respuesta inmune usando menor cantidad de plásmido (Colombage et al., 1998; 
Zhou et al., 1994). Por ejemplo, la inmunización de ratones con ARN recombinante 
basado en el replicón de SFV que expresa la nucleoproteína del virus de influenza, 
induce una buena respuesta humoral, observándose altos títulos de anticuerpos y 
una sólida respuesta de células T citotóxicas (MHC I) (Zhou et al., 1994). En el 
estudio publicado por Li et al (2007) se construyó un plásmido replicativo que 
codifica la glicoproteína E2 de CSFV. El plásmido resultante, pSFV1CS-E2, se 
evaluó como candidato vacunal contra CSFV en cerdos. Los animales inmunizados 
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con pSFV1CS-E2 fueron desafiados con la cepa Shimen altamente virulenta de 
CSFV, y se observó protección contra la infección por CSFV: los animales no 
mostraron temperatura alta, y no se detectó el virus por PCR en sangre, ni por 
inmunohistoquímica en tonsilas, riñón y bazo. Aunque los animales vacunados con 
pSFV1CS-E2 mostraron bajos títulos de anticuerpos previos al desafío, estos títulos 
aumentaron a los 14 días post desafío (Li et al., 2007). Con respecto a lo anterior, 
se ha propuesto que la protección conferida por las vacunas recombinantes (ADN) 
pueden inducir una respuesta de células T específica que lleva a una rápida 
inducción de anticuerpos neutralizantes al momento del desafío y en ausencia de 
anticuerpos durante la vacunación (Ganges et al., 2005) 
 
1.10 Modelos animales para la evaluación de vacunas contra el VDVB 
 
La eficacia de las vacunas  de VDVB inactivadas que están disponibles en 
el mercado es sujeto de controversia debido a  la falta de evidencia experimental 
sobre los niveles de anticuerpos necesarios para inducir protección en diferentes 
estadíos de la infección (Bolin and Ridpath, 1990; Houe et al., 2006). Se han 
desarrollado modelos animales alternativos para permitir la evaluación de la 
inmunogenicidad de la vacuna en laboratorios y organismos de control. Argentina ha 
sido el primer país en establecer el modelo cobayo-INTA para evaluar potencia de 
vacunas (Fernandez et al., 2009). Este modelo está en vía de ser implementado por 
el SENASA para evaluar la potencia de vacunas contra VDVB. Este modelo ha 
mostrado que la inmunogenicidad de las vacunas evaluadas en cobayos tiene una 
alta correlación con la inmunogenicidad vista en bovinos en ensayos que se 
realizaron en paralelo (Fernandez et al., 2009). 
 
El uso de cobayos como modelo para la evaluación de potencia de 
vacunas es una excelente herramienta cuando se trata de validar vacunas en la que 
la especie destino es la bovina. Anterior al desarrollo del modelo cobayo-INTA,  los 
modelos de infección experimental para el VDVB se realizaban en su mayoría en el 
hospedador natural utilizando diferentes alternativas dentro del modelo bovino. El 
problema principal de trabajar en bovinos es la dificultad de encontrar animales 
libres del virus en zonas endémicas y la necesidad de mantenerlos en áreas 
dedicadas, con bioseguridad, para evitar infecciones naturales. 
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El CFR de Estados Unidos se usa frecuentemente como protocolo de 
referencia para la evaluación de vacunas. El CFR indica que para evaluar vacunas 
de VDVB en la especie destino deben utilizarse grupos de 20 terneros por lote de 
vacuna evaluada y 5 animales que no se vacunan para utilizarlos como control 
negativo. Se deben colectar muestras de suero a los 14 y 28 post vacunación para 
la determinación del título de anticuerpos seroneutralizantes en cada individuo y se 
debe hacer un recuento de leucocitos en todos los animales evaluados al menos 
tres días antes del desafío. Los animales vacunados y controles deben desafiarse 
con VDVB infectivo y deben monitorearse por dos semanas consecutivas. El 
recuento de leucocitos de cada individuo debe hacerse diariamente desde el día 2 
hasta el día 8 post desafío. Si no se presenta leucopenia en al menos cuatro de los 
cinco animales no inmunizados la prueba es inconclusa y debe repetirse. Si menos 
de 19 de las muestras tomadas post vacunación muestran neutralización en una 
dilución 1:8 o si más de un animal vacunado muestra signos clínicos compatibles 
con DVB después de desafío, la prueba se considera no satisfactoria y la vacuna no 
cumpliría con los requerimientos mínimos para ser aprobada (CFR, 2001). 
 
Según las normas de la OIE para la producción y validación de vacunas, 
la evaluación de la eficacia de vacunas contra VDVB se hace en bovinos no 
gestantes y debe incluir como mínimo: 1) la demostración de seroconversión luego 
de la vacunación, 2) reducción de la descarga viral luego del desafío en animales 
vacunados, y 3) disminución en parámetros clínicos cuantificables como 
temperatura rectal y leucopenia. Las vacunas que se evalúen para ser usadas en 
hembras reproductoras deben demostrar su eficiencia en la reducción de la 
trasmisión transplacentaria del virus e idealmente se debe asegurar completa 
prevención de dicha trasmisión. En estos casos, una metodología confiable es 
realizar el desafío usando la ruta intranasal para inocular un VDVB infectivo no 
citopático en hembras preñadas con menos de 90 días de gestación. Usando este 
sistema se producirán terneros persistentemente infectados en los animales no 
inmunes y en los que la vacuna no previno la transmisión vertical del virus (OIE, 
2008). 
 
 Experiencias realizadas en hembras gestantes han sido utilizadas para 
estudiar las infecciones experimentales transplacentarias y afecciones en el feto. 
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Este modelo es ideal para analizar la patogenia del virus pero es muy costoso y 
difícil de realizar (Patel et al., 2002; Xue et al., 2009). También se han utilizados 
modelos de infección transplacentaria en ovinos teniendo resultados alentadores, 
pero considerando que todavía no se ha demostrado una correlación con 
infecciones en el huésped natural (Scherer et al., 2001). Otros autores han utilizado 
el modelo bovino usando animales entre 6 y 18 meses de edad para realizar 
pruebas de eficacia de vacunas (Dean and Leyh, 1999; Ridpath et al., 2007b). Este 
modelo tiene la desventaja de que la trasferencia pasiva de anticuerpos y células de 
la madre al ternero a través del calostro puede interferir de una manera u otra en la 
respuesta inmune del animal infectado o inmunizado experimentalmente. Estudios 
previos sugieren que la transferencia de leucocitos maternos calostrales 
influenciarían la función de las células productoras de anticuerpos en el neonato 
(Reber et al., 2006), resultando en que las células inmunes maternas podrían 
proveer una inmediata y transitoria actividad antigénica específica en el neonato. Es 
por esta razón, que el modelo de terneros privados de calostro está siendo utilizado 
en numerosos estudios referentes al sistema inmune ante diferentes antígenos 
(Blanchard et al., 2010; Hamers et al., 2002; Walz et al., 1999). Nuestro laboratorio 
está desarrollando actualmente el modelo de ternero privado de calostro para la 


















II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Considerando la importancia del control de VDVB en los rebaños y que la 
vacunación es una herramienta esencial para la prevención de la enfermedad, esta 
tesis propone realizar la selección de antígenos de VDVB, de acuerdo a su 
capacidad de promover la maduración in vitro de células dendríticas (DC), 
considerando que la maduración y activación adecuada de estas células es esencial 
para la iniciación de una respuesta inmune efectiva.  Este sistema permitirá 
seleccionar in vitro formulaciones vacunales que luego puedan ser probadas in vivo, 
a fin de reducir la cantidad de formulaciones que se utilizan en los animales. Esto 
permitiría tener que utilizar menos animales libres del VDVB (difíciles de conseguir y 
aislar) en las pruebas de inmunogeniciad de las vacunas. 
 
El VDVB infecta preferencialmente a las células del sistema inmune (Sopp et al., 
1994). Los monocitos, macrófagos y células dendríticas (DC) constituyen la mayoría 
de las APC que participan en la captura de virus o sus antígenos y la presentación a 
los linfocitos T. Las DC son APC altamente especializadas y la única población que 
tiene la capacidad de iniciar una respuesta inmune primaria en animales naïve 
(Banchereau et al., 2000). La infección de las APC por virus puede tener un 
marcado efecto en estas células y consecuencias importantes para la generación de 
la respuesta inmune posterior. El estudio de la interacción de las DC con el virus y 
cómo esto podría influir en la respuesta inmune primaria es crítica para la 
comprensión de la patogénesis de la enfermedad y la inmunidad a la infección.  
 
La propuesta de este trabajo es analizar el efecto de las vacunas inactivadas 
tradicionales sobre las DC, en comparación con vacunas genéticas que expresan la  
glicoproteína E2, o E2 recombinante. Esta glicoproteína de la envoltura viral es el 
blanco principal de la respuesta humoral. Para ello se utilizan antígenos genéticos: 
vacunas a ADN autorreplicantes, que expresan E2 truncada (c-terminal), “t-E2”; o 
recombinantes: glicoproteína E2 expresada en Baculovirus (Bt-E2); a fin de evaluar 




En una primera parte se realizaron estudios sobre DC murinas, diferenciadas 
a partir de células precursoras de medula ósea de ratones BALB/c (BM-DC). Luego, 
se estudió el efecto de los antígenos del VDVB sobre la activación de DC bovinas 
(Mo-DC) diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica. Con estos 
resultados se seleccionaron los antígenos favorables a la activación de las DC 
(modelo murino) y se caracterizó la funcionalidad de células dendríticas de bovino 
cuando son estimuladas con VDVB (genotipo 1A, biotipo citopático “cp”) infectivo e 
inactivado, con el fin de proponer nuevas alternativas para la formulación de 
vacunas. Las vacunas seleccionadas in vitro, se evaluaron en el modelo ratón, luego 
en el modelo cobayo, y finalmente en bovinos. 
 
Adicionalmente estudiamos la capacidad del VDVB de infectar a las DC, su 
actividad sobre la viabilidad de estas células y la cinética de replicación. Discutimos 























III. HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
• La selección de componentes vacunales en cuanto a su habilidad de estimular la 
maduración de las DC es una metodología que garantiza la eficacia de las 
vacunas en desarrollar una respuesta inmune efectiva. 
• Los antígenos tradicionales de VDVB no activan a las DC. La incapacidad de los 
antígenos de VDVB en activar a las DC puede revertirse utilizando 
combinaciones adecuadas de inmunógenos y adyuvantes de última generación 
en la vacunación.  
 



























4.1 Objetivo General 
 
Evaluar la capacidad del Virus de la Diarrea Viral Bovina y de antígenos candidatos 
vacunales en activar a las DC, a fin de seleccionar el antígeno más adecuado para 
formular vacunas. 
 
4.2 Objetivos Específicos: 
 
• Poner a punto metodologías de diferenciación y caracterización de células 
dendríticas murinas obtenidas a partir de células precursoras de medula ósea 
(BM-DC) y células dendríticas bovinas obtenidas a partir de células 
mononucleares de sangre periférica (Mo-DC). 
• Analizar el efecto de diferentes antígenos de VDVB y preparaciones 
antigénicas vacunales de VDVB (plásmidos de Semiliki Forest Virus, 
plásmidos convencionales, proteínas recombinantes, etc.) sobre la viabilidad y 
funcionalidad de BM-DC y Mo-DC en cultivo.  
• Desarrollar metodologías para la evaluación de la respuesta inmune humoral y 
celular. 
• Formular y evaluar la efectividad de vacunas que contengan antígenos 











V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 Producción de lotes de VDVB 
 
Las cepas de VDVB Singer 1a biotipo citopático (cp) y líneas celulares 
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) se obtienen de ATCC. Los lotes de VDVB 
utilizados en los distintos experimentos se producen infectando células MDBK a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 0,1 DICT 50 en Medio Mínimo Esencial (MEM, 
Gibco®) suplementado con caldo triptosa fosfato 2,9g/L, penicilina 100 UI/mL,  
estreptomicina 100 µg/mL (Sigma®), Ácido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-
Etanosulfónico (HEPES) 25mM (Gibco®) y Suero de Fetal Bovino 1% 
(Internegocios, Argentina), hasta que se observa efecto citopático (ECP) en 80% de 
la monocapa de células en cultivo cuando se infectan con el biotipo citopático. Los 
lotes que se producen se almacenan a -80°C hasta su posterior uso. 
 
5.2 Titulación de preparaciones virales 
 
Para la titulación viral de los lotes de VDVB cp que se producen, se utiliza 
un protocolo convencional de dilución a punto final en placa. Brevemente, en una 
placa de 96 pocillos para cultivo de tejidos se crecen células MDBK hasta alcanzar 
un 90% de confluencia. Se realizan diluciones seriadas de los lotes de VDVB cp 
para titular, empezando en una dilución  1:4. Se incuba la placa a 37°C, CO2 5% por 
48 horas y se verifica por microscopia de lente invertido la dilución a la que el efecto 
citopático es evidente en las células. Se descarta el sobrenadante de la placa y las 
células se tiñen con el colorante vital coomassie azul brillante para evidenciar 
exactamente cuales pocillos mantienen la monocapa de células adherida a la 
superficie. La dosis infectiva 50% en cultivo de tejidos (DICT50) representa la 
concentración necesaria de virus para inducir muerte celular o cambios patológicos 
en el 50% de las células en cultivo que han sido infectadas y se calcula usando el 







5.3 Inactivación viral 
 
Las DC en cultivo son sensibles a los reactivos utilizados para la 
inactivación convencional de virus como la β-propiolactona, formol y BEI. Por esto, 
en esta tesis se buscaron alternativas de inactivación viral que fuesen inocuas para 
las DC. Se siguió la metodología de inactivación reportada por (Song et al., 2010), 
evaluando tres tratamientos: 1) luz ultravioleta-C (UVC), 2) UVC + tratamiento 
térmico y, 3) tratamiento térmico solamente.  
 
 En placas de petri de 50x9mm (Falcon, BD) se hacen tres alícuotas de 2 mL 
de cada lote de VDVB a evaluar. La primera alícuota se expone sin tapa a una 
lámpara de UVC de 30 watts (longitud de onda de emisión = 254 nm) a una 
distancia de 30 cm durante 60 seg. La segunda alícuota se expone a UVC por 30 
seg. y luego se somete a calor en baño térmico por 20 min. a 65°C. La tercera 
alícuota se trata con baño térmico por 40 min. a 65°C. Se verifica la inactivación de 
las alícuotas de virus por titulación viral en placa, tomando como control positivo el 
lote de virus sin inactivar. Las placas se revelan mediante un ensayo estándar de 
inmunoperoxidasa. Brevemente, sobre las células fijadas con metanol se adiciona 
un Ac policlonal anti VDVB hecho en cabra (VMRD®, USA) a una dilución 1:3000. 
Para revelar la reacción, se incuba la placa con un anticuerpo monoclonal (AcMo) 
anti-cabra conjugado a HRP y DAD (diaminodenzidina, Sigma) como sustrato.  
 
5.4 Estabilidad antigénica de VDVB inactivado 
 
Para constatar que el tratamiento con UVC no modifica la antigenicidad 
del virus, se evalúa la capacidad de VDVB inactivado de reaccionar con antisueros 
específicos en un  ELISA en sándwich.  
 
Para esta prueba, se cubre una placa de ELISA con VDVB inactivado cp, 
usando como captura un anticuerpo monoclonal anti-E2 (CEVAN, 2.9.H). La 
reactividad de los antígenos se evalúa adicionando un anticuerpo policlonal de 
cabra anti VDVB (VMRD) ó sueros control de bovinos infectados. La reacción se 
revela con un anticuerpo anti-especie conjugado a peroxidasa y con ABTS (2,2'-
azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-ácido sulfónico) y H2O2 3%. Se utiliza sobrenadante 
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de cultivo de MDBK sin infectar y un lote de VDVB sin inactivar como controles de 
antígeno negativo y positivo, respectivamente.  
 
 Al evaluar los resultados de ELISA, se observa que los tres tratamientos son 
efectivos para inactivar el virus. Sin embargo, se diferencian en cuanto a sus efectos 
sobre la reactividad de los epitopes virales con el anticuerpo policlonal de cabra anti 
VDVB. La densidad óptica (DO) que se obtiene al evaluar el virus inactivado con 
UVC es muy similar a la DO del virus infectivo que se utiliza como control positivo de 
la prueba, mostrando que conserva sus epitopes B después del tratamiento. Los 
virus que se tratan con UVC + calor ó con calor solamente, muestran DO muy 
cercana a cero, lo cual sugiere que estos tratamientos modificarían la conformación 
de la partícula viral, se perdería su antigenicidad y por tanto no es reconocida por 
anticuerpos específicos anti VDVB. Por esto, el tratamiento con UVC fue el método 
elegido para inactivar VDVB cp, y luego ser usado para estimular las BM-DC 
durante la etapa experimental.  
 
5.5 Obtención de células precursoras de médula ósea (CPMO) y su 
diferenciación a células dendríticas murinas (BM-DC) in vitro. 
 
Células de medula ósea femoral de ratones hembra BALB/c de 6-8 
semanas fueron colectadas según la metodología descrita previamente (Capozzo et 
al., 2006; Ramirez et al., 2009). Las células precursoras de médula ósea (2x106 
células/mL) fueron crio-preservadas para conformar el banco de CPMO. Para 
verificar la viabilidad de las CPMO, se descongelan alícuotas de células a diferentes 
tiempos, se tiñen con azul tripán y se realiza recuento de células viables usando un 
microscopio de luz invertido. Para diferenciar las CPMO a BM-DC, las CPMO 
frescas o congeladas (1-3 x 107/frasco de 25cm2) se cultivan en RPMI 1640 sin rojo 
fenol (Gibco®) suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB) (Internegocios, 
Argentina), 200 µM Glutamina (Gibco®), 100 UI/mL penicilina (Sigma®), 100 mg/mL 
estreptomicina (Sigma®), HEPES 25 mM (Gibco®), 20ng/mL GM-CSF 
recombinante de ratón (rGM-CSF) (BD® Pharmingen) y 10 ng/mL IL-4 recombinante 
de ratón (rIL-4)  (BD® Pharmingen). El cultivo se hace a 37°C y 5% CO2 por 3 horas 
o hasta que se observa adhesión celular. Las células no adherentes se transfieren a 
placas de 6 pocillos para cultivo de células (CellStar, Greiner®) y se incuban por 8 
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días a 37°C y 5% CO2 en medio fresco suplementado con rGM-CSF e rIL-4. Al día 
6, se reemplaza parcialmente el medio de cultivo por medio fresco suplementado 
con rGM-CSF e rIL-4. La diferenciación celular se monitorea por microscopía de 
lente invertido. La eficiencia de este sistema es de >85%, medido por citometría de 
flujo como células CD11c+ (BM-DC diferenciadas). 
 
5.6 Expresión de CD11c y moléculas co-estimulatorias en BM-DC in 
vitro. 
 
La expresión de marcadores de diferenciación y maduración en BM-DC se 
determina por citometría de flujo (CF) (FACScalibur™, BD) usando el software 
CellQuest™ v3.1 (BD® Biosciences), siguiendo la metodología descrita 
anteriormente (Ramirez et al., 2009). La diferenciación de las BM-DC se evalúa 
midiendo la expresión del marcador de superficie CD11c. Para determinar 
maduración y activación, se analiza la expresión de moléculas co-estimulatorias 
CD40, CD80, CD86 y MHC tipo II en células CD11c+. Para esto, se incuban BM-DC 
CD11c+ con los antígenos de VDVB que se indican en la Tabla 1. Para tener un 
control positivo de expresión de moléculas co-estimulatorias, se estimulan BM-DC 
con 10 ng/mL de LPS de E. coli O55:B5 (Sigma®). BM-DC no estimuladas se usan 
como control negativo. Todos los antígenos que se adicionan a las células, se 
diluyen en RPMI 1640 completo. Durante la puesta a punto de la metodología, la 
incubación se realizó a diferentes tiempos, y finalmente se estableció que 3 hr. (a 
37°C y 5% CO2) era el tiempo de incubación óptimo para activar las BM-DC. Para 
evaluar la activación de BM-DC post estimulación, las células se incuban por 30 
min. a 4°C con los siguientes anticuerpos fluorescentes: anti CD11c-PE, CD40-
FITC, CD80-FITC, CD86-FITC e IAd-FITC (BD®, Pharmingen). Para reducir la unión 
inespecífica de anticuerpos durante la marcación, las BM-DC se pre-incuban por 30 
min. a 4°C con anti CD16/32 de ratón (Fc-Block®, BD Pharmingen) en PBS más 2% 
SFB. BM-DC sin marcar con anticuerpos y marcadas con controles de isotipo se 










































5.7 Síntesis de citoquinas en BM-DC in vitro. 
 
Los sobrenadantes de cultivo de las BM-DC se colectan pre y post-
estimulación para la determinación de citoquinas a diferentes tiempos (3, 12 y 24 
hr.). Se cuantifican los niveles de IL-12p70, TNF-α, IL-10, IL-6 y MCP-1 en 
sobrenadantes de cultivo de BM-DC estimuladas con los antígenos de VDVB 
enumerados en la Tabla 1., LPS (control positivo) ó RPMI (control negativo), usando 
un kit para determinación de citoquinas (Cytometric Bead Array [CBA] - Mouse 
Inflammation kit, BD Pharmingen), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Brevemente, perlas marcadas con ficoeritrina (PE) y a su vez conjugadas a 
anticuerpos monoclonales que reaccionan específicamente contra cada citoquina a 
evaluar, se incuban con los sobrenadantes de cultivo de BM-DC tratadas con los 
diferentes antígenos de VDVB. Las citoquinas presentes en los sobrenadantes son 
capturadas por cada anticuerpo específico. La cuantificación se realiza por 
citometría de flujo (FACScalibur™, BD) usando el software CellQuest™ v3.1 (BD) 
detectando las perlas conjugadas a cada anticuerpo. La concentración de citoquinas 
se expresa en pg/mL luego de extrapolar las intensidades de fluorescencia en las 
muestras individuales con una curva de estándares de referencia. Los datos se 





5.8 Obtención de células dendríticas bovinas (Mo-DC) a partir de  células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP). 
 
Las DC bovinas (Mo-DC) se obtienen a partir células mononucleares de 
sangre periférica (CMSP), seleccionando magnéticamente células CD14+ 
(Brackenbury et al., 2003; Gibson et al., 2011; Lefevre et al., 2007; Reid et al., 
2011). Brevemente, las células CD14+ se diferencian a Mo-DC con GM-CSF e IL-4 
de bovino recombinantes. Brevemente, se obtiene sangre periférica de bovinos 
adultos por punción de la vena yugular usando tubos Vacutainer® (BD, USA). Las 
muestras de sangre se centrifugan a 1200 rpm por 45 min. a T°C ambiente y el 
volumen de suspensión celular obtenido se diluye 1:2 con buffer PBS-EDTA estéril 
(PBS1x, EDTA 2mM, pH 7.2 -7.4), se homogeniza y se distribuye en alícuotas de 4 
mL en tubos de 15 mL (Greiner® BioOne, USA) conteniendo 3 mL de Histopaque® 
1083 (Sigma). Los tubos se centrifugan a 800xg por 45 min. a T°C ambiente 
desactivando el freno de la centrifuga. Se colecta la fase de células mononucleares 
en tubos de 50 mL y se lava dos veces con 40 mL de buffer PBS-EDTA por cada 10 
mL de suspensión de células, centrifugando a 300xg por 10 min. a T°C ambiente. 
Las células se incuban por 10 min. en hielo con buffer de lisis de glóbulos rojos 
(Cloruro de amonio 0.75% y 1,7 mL de Tris HCl 1M en 100 mL de agua destilada), 
se lava dos veces con 40 mL de buffer PBS-EDTA y se hace recuento y viabilidad 
de CMSP en cámara de Neubauer utilizando el colorante vital Azul Tripán 
(Invitrogen®, USA).  
 
Para purificar células CD14+, se adicionan 20 µl de anticuerpo anti-CD14 
conjugado a perlas magnéticas (CD14® Microbeads-human - Miltenyi®-Biotec, 
USA)  por cada 107 células y se incuban por 30 min. en hielo. Se ha reportado 
previamente que el anticuerpo anti CD14 de humano que esta conjugado a estas 
perlas magnéticas posee reacción cruzada con el CD14 de bovino (Jacobsen et al., 
1993). Este protocolo ha sido usado previamente para purificar poblaciones de 
células CD14+ de bovino (Glew et al., 2003). Brevemente, la suspensión se lava con 
1 mL de buffer PBS-EDTA más SFB 2% por cada 107 células y se centrifuga a 
300xg por 10 min. a T°C ambiente. La suspensión celular se eluye usando una 
columna para separación de células (MS Columns Miltenyi®-Biotec, USA) soportada 
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en un campo magnético (MiniMACS™ Separator, Miltenyi®-Biotec, USA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
 
 Las células CD14+ se siembran en una botella para cultivo de tejidos 
de 75cm2 (Greiner® BioOne, USA), en medio RPMI completo [RPMI 1640 sin rojo  
fenol (Gibco®), Suero Fetal Bovino (Hyclone®-Thermoscientific, NZ) 10%, 
Glutamina 200 µM (Gibco®), Penicilina100 UI/mL, estreptomicina 100 mg/mL 
(Sigma), HEPES 25 mM (Gibco®), β-Mercaptoetanol 55 µM] suplementado con 
4µl/mL de  rGM-CSF bovina (AbDSerotec®, USA) y 80 ng/mL de rIL-4 bovina 
(AbDSerotec®, USA) a 37°C y 5% CO2 por 20 min. ó hasta que se observe 
adhesión celular. Las células no adherentes se transfieren a placas de 24 pocillos 
para cultivo de células (CellStar, Greiner® BioOne, USA) a una concentración de 
5x105 células por pocillo y se incuban por 8 días a 37°C y 5% CO2, remplazando 
parcialmente el medio de cultivo con  medio fresco suplementado con rGM-CSF e 
IL-4, cada dos días. La diferenciación celular se monitorea por microscopía de lente 
invertido. Se evalúa por citometría de flujo (FACScalibur® BD Biosciences, USA) la 
pureza de las células CD14+ separadas magnéticamente marcando las células con 
un anticuerpo anti CD14-PE de bovino (AbDSerotec®, USA). Con este sistema se 
obtuvo una población de células CD14+ >92% pura.  
 
5.9 Expresión de CD11b y MHC II en Mo-DC in vitro 
 
La expresión de marcadores de diferenciación y maduración de Mo-DC 
bovinas derivadas de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)  se 
determina por citometría de flujo (CF) (FACScalibur™, BD Biosciences) usando el 
software CellQuest™ v3.1 (BD Biosciences) y siguiendo la metodología descrita 
anteriormente (Brackenbury et al., 2005; Gibson et al., 2011; Lefevre et al., 2007; 
Reid et al., 2011). Las Mo-DC CD11b+ se incuban con  20 ng/mL de LPS de E. coli 
O55:B5 (Sigma) ó con los antígenos de VDVB enumerados en la Tabla 2, diluidos 
en RPMI 1640 completo. La incubación se realiza por 6 hr. a 37°C y 5% CO2. Mo-
DC no estimuladas se usan como control negativo. 
 
Las Mo-DC se cosechan y se pre-incuban por 30 min. a 4°C en PBS-2% 
SFB, para reducir la unión inespecífica de anticuerpos durante la marcación con 
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anticuerpos fluorescentes. Luego las células se incuban por 30 min. a 4°C con los 
siguientes anticuerpos específicos marcados con fluorocromos: CD11b-FITC anti 
bovino hecho en ratón, MHC class II DQ DR polymorphic-PE anti oveja hecho en 
ratón) (AbDSerotec®, USA). Mo-DC sin marcar con anticuerpos y marcadas con 
controles de isotipo se usan como controles negativos. 
 





























5.10 Expresión de CD11b, MHC II, CD40 y MHC I en Mo-DC tratadas con 
antígenos de VDVB y re-estimuladas con Poly I:C 
 
Con el fin de evaluar la capacidad de las Mo-DC de activarse ó 
mantenerse activas luego de ser estimuladas con los antígenos de proteicos y 
plasmídicos de VDVB, las células luego de ser estimuladas con los antígenos de 
VDVB, se re-estimulan con Poly I:C (ácido poliinosinico-policitidilico), como antígeno 
alternativo a LPS. Poly I:C es un compuesto estructuralmente similar al ARN de 
doble cadena que poseen algunos virus y por tanto es un estimulante natural de 
Toll-like Receptor 3 (TLR-3) y de la producción de IFN tipo I y II por la vía de 
activación de NFκB y del factor de regulación de IFN-3 (IRF-3) (Kabelitz et al., 2006; 
Wesch et al., 2006). Poly I:C funciona en este ensayo como control positivo de 
estimulación de las Mo-DC.  
 
El ensayo se realiza como se describe a continuación. Mo-DC se tratan 
por 6 hr. con los antígenos de VDVB a las concentraciones detalladas en la Tabla 2. 
Se incluye un grupo control que se estimula con 20µg/mL de Poly I:C también por 6 
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hr. Las concentraciones de Poly I:C que se usan en este ensayo son las que se han 
utilizado en estudios previos para la estimulación de DC extraídas de células 
mononucleares de sangre periférica de bovino (Werling et al., 2004). Para este 
estos experimentos se requieren dos grupos de células sin estimular que se usan 
como controles de la prueba. Todos los grupos de Mo-DC tratados por 6 hr. se re-
estimulan con 20µg/mL de Poly I:C por 18 hr. Excepto por uno de los dos grupos 
que no se trataron por las primeras 6 hr. de incubación, que tampoco se re-estimula 
con Poly I:C. Este es el control negativo del ensayo (Mock/Mock). 
 
Las Mo-DC se cosechan y se marcan con anticuerpos conjugados con 
fluorocromos siguiendo el protocolo descrito en el numeral anterior (ver numeral 5.8 
de esta misma sección). Se utilizan los siguientes anticuerpos específicos marcados 
con fluorocromos: CD11b-FITC anti bovino hecho en ratón-Clon CC126, MHC class 
II DQ DR polymorphic-PE anti oveja hecho en ratón-Clon 28.1, CD40-PE anti bovino 
hecho en ratón-Clon IL-A156 y MHC class I monomorphic-FITC anti bovino hecho 
en ratón-Clon IL-A88 (AbDSerotec®, USA). Mo-DC sin marcar con anticuerpos y 
marcadas con controles de isotipo se usan como controles negativos. 
 
5.11 Estudio de la cinética de infección por VDVB en Mo-DC 
La cinética de la producción viral en Mo-DC se estudia en comparación 
con la producción viral en células MDBK en un ciclo de infección. Se siembran por 
sixtuplicado en placas de 96 pozos 5x105 Mo-DC y 1x105 células MDBK y se 
infectan con VDVB a una alta Multiplicidad de Infección (MOI) = 3-5. Se colectan por 
separado células y  sobrenadantes a las 3, 6, 18, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 hpi. Los 
sobrenadantes se titulan en MDBK siguiendo procedimientos estándar o por qRT-
PCR. Los pellets de células se lisan para obtener ARN y determinar presencia de 
cadena negativa del virus por RT-PCR (Ver metodología en numeral 5.13 de esta 
misma sección). Además los pellets se evalúan por un ELISA comercial (Priocheck 
VDVB-Ag, Prionics AG), para detección de proteína no estructural NS3, siguiendo 
las especificaciones del fabricante. En cada pocillo se adicionan 100µl conteniendo 




La infección se verifica también mediante inmunofluorescencia indirecta 
utilizando protocolos estándar (Bedekovic et al., 2011) como se describe más 
adelante.  
 
5.12 qRT-PCR para cuantificación absoluta de copias de ARN del VDVB. 
 
La reacción de PCR en tiempo real fue realizada siguiendo el protocolo 
descrito por utilizando Eva green (incluido en el producto “Mezcla Real”, 
Biodynamics) como fluorocromo intercalante, tal como fuera previamente descripto 
(Wang, Chen, & Xu, 2006). Se utilizaron los cebadores Pan-Pestivirus 324 y 326 
descriptos por  Vilcek y col, 1994, para amplificar una región de ~288 pb del extremo 
5´UTR. Para establecer el número de copias se utilizó como referencia un plásmido 
purificado (pGEM-T) que contiene el 5´UTR.  Todas las muestras se ensayaron por 
duplicado utilizando 5 µl del producto de la reacción de Transcriptasa reversa, que 
equivale a 100 ng de ARN viral, 12,5 µl de Mezcla Real (Biodynamics), 5 µl de 
ROX dye (Invitrogen) como fluorocromo de referencia, cebadores en concentración 
final de 300 nMolar y agua Ultra Pura (Sigma) c.s.p 25 µl. El ciclado utilizado fue el 
estándar para las reacciones de PCR en tiempo real: 1 ciclo de 95 ºC durante 10 
min seguido de 45 ciclos de 95 ºC durante 15 seg, 60 ºC durante 1 min. Después del 
ciclado se llevó a cabo una curva de disociación para eliminar la posibilidad de 
amplificación no específica o detectar la formación de dímeros de cebadores. Todos 
los resultados se analizaron mediante el programa Applied Biosystems sequence 
detection software v 1.3.1.  
 
5.13 PCR en transcripción reversa (RT-PCR) para la detección de cadena 
negativa de VDVB en sobrenadantes de cultivo de Mo-DC 
 
Con el fin de determinar si hay replicación viral en Mo-DC infectadas con 
VDVB in vitro, se utiliza la técnica de RT-PCR. El objetivo es detectar cadena 
negativa de un fragmento de ARN viral que codifica para la proteína NS3 de VDVB. 
La traducción de esta proteína en la célula infectada sería un indicativo de 
producción de nuevas partículas virales.  En el primer paso del procedimiento, se 
colecta el sobrenadante de cultivo de Mo-DC previamente infectadas con VDVB, de 
acuerdo a lo descrito en el numeral 5.10 de esta sección. El lisado de células MDBK 
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infectadas se utiliza como control positivo del ensayo. Se extrae el ARN de los 
sobrenadantes utilizando el reactivo Guanidina tiocianato-fenol-cloroformo (TRIzol®, 
Invitrogen) siguiendo el protocolo descrito previamente (Chomczynski and Sacchi, 
1987). 
 
Se amplifica un fragmento de 487 pares de bases (pb) correspondiente a 
las posiciones 5520 a 6003 nt (nucleótidos) del genoma que codifican para la 
proteína NS3 (p80) de VDVB. Para obtener ADN complementario que corresponda 
a la amplificación de la cadena negativa del fragmento de NS3, se utiliza en el ciclo 
de retro-transcripción el cebador (primer): p80a+ (forward) 5´ 
CATGCCATGGGGGCA GTCGTTCACCTCCAA 3´. El ADN complementario 
obtenido se amplifica de nuevo utilizando el primer p80a+ (reverse) 5´ 
CATGCCATGGGGGCAGTCGTTCACCTCCAA 3´ y el “forward” en un ciclado 
convencional de PCR. Los productos de PCR se siembran en un gel de agarosa 2% 
(2 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE + 1 μl de bromuro de etidio) junto con un 
marcador de peso molecular 1000 pb y se visualiza en un transiluminador UV. 
 
5.14 Detección de la expresión de citoquinas en Mo-DC por qRT-PCR 
 
La expresión de citoquinas pro-inflamatorias se determina por qRT-PCR, 
tal como fue descripto anteriormente (Mansilla et al., 2013). Los cebadores para 
GAPDH bovina, IL-4, TNF-α e IL-10 que se utilizan han sido previamente reportados 
en la literatura (Seo et al., 2007). Los niveles de expresión relativos de cada una de 
citoquinas se expresan como un cambio de n-veces en relación con el calibrador, 
normalizado a GAPDH.  
 
5.15 Inmunofluorescencia indirecta para detección de E2 y NS3 en células 
dendríticas tratadas con VDVB BM-DC y Mo-DC 
 
Las BM-DC y Mo-DC son cultivadas en cámaras portaobjeto para 
inmunofluorescencia indirecta (Lab-Tek™, Nunc) a una concentración de 2x105 
células por pocillo. Las células se estimulan con VDVB cp  cepa Singer 1a infectivo 
ó inactivado con UVC (ver numeral 2 de esta sección) a una MOI=1 por 3, 17 y 48 
hr. a 37°C y CO2 5%. Las células estimuladas se fijan con PBS-formaldehído 3% y 
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se incuban a T°C ambiente por 20 min. Los pocillos se lavan con PBS y se 
permeabilizan con una solución PBS-Triton X-100 0,5% por 3 min. a T°C ambiente. 
Se bloquea por 16 horas a 4ºC con buffer PBS-BSA (PBS 1x, BSA 3%, timerosal 
0,1%). El virus se detecta usando como anticuerpo primario un AcMo anti Bt-E2 
(2.9.H) (Marzocca et al., 2007) ó un AcMo anti NS3 comercial (Prionics®), diluidos 
en buffer PBS-BSA 1:100 ó 1:400, respectivamente. Luego de un lavado con buffer 
PBS-BSA,  se adiciona un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa 568 
(Sigma) (dil. 1:2000). La incubación de los anticuerpos se hace por 1 hr. a 37°C en 
cámara húmeda, protegiendo la cámara-portaobjeto de la luz.  Se usan como 
controles de unión inespecífica, pocillos sin adición anticuerpo primario y como 
controles de auto-fluorescencia pocillos sin adición de anticuerpo secundario. Luego 
de lavar con buffer PBS-BSA 3%,  se tiñen lo núcleos celulares con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Invitrogen, USA) a una concentración de 300 nM, incubando por 
15 min. a T°C ambiente. Luego de un lavado con buffer PBS-BSA, se separa el 
portaobjetos de la cámara de ocho pocillos, se agregan dos gotas de medio de 
montaje (Vectashield® Mounting Medium, Vector Laboratories, USA), se coloca el 
cubreobjetos y se observa la lámina en el microscopio de fluorescencia (Leica™ 
modelo TCS SP5). 
 
5.16 Evaluación de la Apoptosis de BM-DC y Mo-DC. 
 
BM-DC y Mo-DC previamente estimuladas por 6 hr. fueron mantenidas en 
cultivo desde 1 a 4 días con los antígenos de VDVB ó con LPS. La viabilidad de las 
células se  determinó utilizando el Kit Apoptosis Anexina V-PE (BD Pharmingen), 
mediante citometría de flujo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como 
controles se utilizan BM-DC ó Mo-DC no estimuladas. El ensayo se realiza 
utilizando 2.5x104 células por tratamiento. La tinción con Anexina V-PE se realiza 
simultáneamente con un colorante vital  7-Amino-Actinomicina (7-AAD) para poder 
identificar 1) células en apoptosis temprana: Anexina V-PE positivas y 7-AAD 
negativas, 2) células en apoptosis tardía o necróticas: Anexina V-PE positivas, 7-






5.17 Inmunización de ratones con antígenos de VDVB  
 
Para evaluar la respuesta inmune inducida por los antígenos de VDVB, se 
vacunan  ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas de edad con las formulaciones 
detalladas en la Tabla 3 (n=5 animales por grupo).  Se administran dos dosis con 
espacio de dos semanas entre vacunaciones. El volumen que se administra por  
dosis es de 200µl/animal. En las formulaciones que se inyectan por vía 
intramuscular,  el volumen se divide en dos partes iguales de 100µl cada una y se 
inyecta en el musculo tibial de cada miembro posterior. En las formulaciones 
administradas por vía subcutánea se inyecta el volumen total en el área dorsal del 
animal a la altura de la nuca. Para la determinación de títulos de anticuerpos 
seroneutralizantes y totales en suero, se colectan muestras de sangre los días 0, 15, 
30 y 45 días post primera vacunación (dpv). Para realizar ensayos de 
linfoproliferación y determinación de células productoras de IFNγ, los animales se 
sacrifican en cámara de CO2 al día 45 dpv y se extrae el bazo de cada animal. Se 
preparan suspensiones de esplenocitos siguiendo la metodología reportada 
previamente (Capozzo et al., 2006; Ramirez et al., 2009). 
 
Tabla 3. Vacunas utilizadas en ratones BALB/c. 
 
Grupo Antígeno Masa antigénica Adyuvante 
Nombre 







1 VDVB cp inact. 1x10
6 DICT50 Marcol-Montanide  VDVB inactivado cp + Oil 40/60 IM 
2 Bt-E2 1µg Nanopartículas  Bt-E2 + Nano 60/40 SC 
3 Bt-E2 1µg Hidróxido de Aluminio Bt-E2 + Alum 90/10 SC 
4 Bt-E2 1µg Marcol-Montanide  Bt-E2 + Oil 40/60 SC 
5 Bt-E2 1µg NO Bt-E2 - SC 
6 pSFV-tE2 100µg NO pSFV-tE2 - IM 
7 pSFV-LacZ 100µg NO pSFV-LacZ - IM 
8 BV 1µg Nanopartículas BV + Nano 60/40 SC 







5.18 Evaluación de la respuesta inmune humoral en muestras de suero 
colectadas de ratones inmunizados con antígenos de VDVB 
 
5.18.1 Seroneutralización viral (SNV) 
 
Para detectar anticuerpos neutralizantes en suero colectado de los 
animales inmunizados se utiliza un ensayo de seroneutralización (SNV) estándar. 
Brevemente, en placas de 96 pocillos para cultivo celular (CELLSTAR®, Greiner 
Bio-One, Alemania), se alicuotan 100 DICT50 de VDVB cepa Singer 1a biotipo 
citopático en 50µl de MEM suplementado con 2% de Suero Fetal Bovino (SFB) (FBS 
sterile-filtered, Sigma Aldrich, USA), y se incuba  por 1 hr. a 25ºC junto con 50 µl de 
las muestras de suero diluidas al medio. Las muestras de suero deben ser 
incubadas previamente a 56ºC por 30 min. para inactivar el complemento. Luego se 
adicionan 3x104 células MDBK/pocillo en 100 µl de MEM suplementado con 10% de 
SFB. Las placas se incuban por 72 hr. a 37ºC. Cada muestra de suero tiene su 
propio control celular libre de virus. El título seroneutralizante se establece como la 
mayor dilución del suero que puede neutralizar el efecto citopático del virus en el 
50% de los pocillos. Este título se expresó como el Log10-1 del factor de dilución, 
calculado por el método de Spearman–Kärber (OIE, 2008). Como controles 
positivos se usaron: un suero comercial anti VDVB de origen caprino y un suero de 
un toro experimentalmente infectado. Como control negativo se usó SFB negativo a 
VDVB. 
 
5.18.2 ELISA de bloqueo (B-ELISA) y de avidez (AB-ELISA) 
 
Para evaluar la respuesta inmune humoral se usa un ELISA de bloqueo 
(B-ELISA) que es capaz de detectar anticuerpos neutralizantes anti VDVB en sueros 
de bovino, siguiendo la metodología previamente descrita (Franco Mahecha et al., 
2011). Brevemente, se utiliza como antígeno la glicoproteína E2 (blanco de la 
respuesta seroneutralizante) en su versión deletada y producida en el sistema 
baculovirus (Bt-E2) (Marzocca et al., 2007). Placas de poliestireno de 96 pocillos 
para ELISA (MICROLON®. Greiner Bio-One, Alemania) se cubre con Bt-E2 a una 
concentración de 0.3μg/mL, utilizando como captura el anticuerpo monoclonal 
(AcMo) 2.9.H anti VDVB, (dil 1:100) (Marzocca et al., 2007). Se hacen diluciones 
61
 
seriadas de las muestras a evaluar iniciando en la dilución 1:20 y se incuban por 1 
hr. a 37ºC. Se utiliza como anticuerpo de revelado, un suero de cobayo anti Bt-E2 
altamente neutralizante (dil 1:2000) desarrollado previamente (Franco Mahecha et 
al., 2011). El anticuerpo de revelado se usa también como control de validación de 
la prueba. Los anticuerpos contenidos en el suero control de validación se pueden 
unir a la Bt-E2 capturada en la placa cuando anticuerpos anti E2 no están presentes 
en la muestra. La densidad óptica del control de validación se considera como el 
valor máximo que se puede obtener en una prueba. 
 
Para revelar la reacción se utiliza un anticuerpo anti-cobayo hecho en 
cabra conjugado a peroxidasa (dil 1:1500) (Jackson ImmunoResearch, Labs Inc, 
USA). Un resultado positivo fue inversamente proporcional al desarrollo de color en 
los pocillos de la placa de ELISA cuando se revela con ABTS-H2O2. Para medir la 
avidez de anticuerpos, se realiza la misma técnica de B ELISA, adicionando un paso 
de lavado con un agente caotrópico (Urea 6M), inmediatamente después de incubar 
las muestras (AB ELISA). Se frena la reacción adicionando 50 µl de Fluoruro de 
Sodio (NaF)/pocillo. Se lee la absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA 
(Multiskan® EX. Thermoscientific, USA). 
 
La actividad residual de las muestras de B-ELISA  se calcula con la 
siguiente fórmula: 100*cDO muestra/cDO ADB. Para obtener el Índice de Avidez, 
“IA”, de AB-ELISA, los valores promedios de DO de muestras y controles se 
corrigieron respecto de los valores de DO del blanco (cDO). El IA se calcula como el 
porcentaje de actividad residual de los sueros respecto del valor de DO del ADB en 
la dilución estándar, que se considera como el 100%. AI = 100 - (cDO muestra * 
100/cDO ADB).  
 
5.18.3 ELISA Indirecta para la determinación de subclases de IgG 
(IgG2a e IgG1) 
 
Para la determinación de subclases de IgG, se  cubren placas de ELISA 
con la proteína Bt-E2, como se describe en el numeral 5.18.2 de esta sección. Se 
hacen diluciones seriadas de las muestras a evaluar iniciando en la dilución 1:20. 
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Como anticuerpo secundario, se utilizan anticuerpos anti IgG1 y anti IgG2a 
conjugados a biotina (Biotin Rat Anti-Mouse IgG1 y Biotin Rat Anti-Mouse IgG2a, BD 
Pharmingen™) en una dilución 1:1000. Para revelar la reacción, se utiliza Avidina 
conjugada a HRP (Avidin-Horseradish Peroxidase, BD Pharmingen™) en una 
dilución 1:3000. La placa de ELISA se revela con ABTS-H2O2 y se frena la reacción 
adicionando 50 µl de Fluoruro de Sodio (NaF)/pocillo. Se lee la absorbancia a 
405nm en un lector de ELISA (Multiskan® EX. Thermoscientific, USA). 
 
5.18.4 ELISA Indirecta para la determinación de IgG total 
 
Para la determinación de IgG total, se  cubren placas de ELISA con la 
proteína Bt-E2, como se describe en el numeral 5.18.2 de esta sección. Se hacen 
diluciones seriadas de las muestras a evaluar iniciando en la dilución 1:4. Como 
anticuerpo secundario, se utilizan conjugados anti-especie, ya sea anti IgG 
conjugados a peroxidasa (Rat Anti-Mouse IgG [H+L]-HRP,) o bien anti IgG de 
cobayo (Goat Anti-Guinea Pig IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Labs Inc, 
USA). La placa de ELISA se revela con ABTS-H2O2 y se frena la reacción 
adicionando 50 µl de Fluoruro de Sodio (NaF)/pocillo. Se lee la absorbancia a 
405nm en un lector de ELISA (Multiskan® EX. Thermoscientific, USA). 
 
5.19 Evaluación de la respuesta inmune celular en ratones inmunizados 
con antígenos de VDVB 
 
5.19.1 Ensayo de linfoproliferación celular por incorporación de timidina 
tritiada ([3H]-T) 
 
Para este ensayo se utilizan células extraídas de bazo (esplenocitos) 
siguiendo el protocolo descrito previamente (Capozzo et al., 2006; Ramirez et al., 
2009). Las suspensiones de esplenocitos se ajustan a una concentración de 1,5 x 
106 células/mL y se mantener en hielo. Se utilizan placas para cultivo de tejidos de 
96 pocillos a las que se adicionan 100 µl de las suspensiones de células a evaluar 
(1,5 x 105 células/pocillo). El ensayo se corre por duplicado. El antígeno Bt-E2 se 
adiciona en tres concentraciones diferentes: 1µg/mL, 10µg/mL y 20µg/mL. Se usan 
dos pocillos de cada muestra para adicionar 100 µl del control negativo (Baculovirus 
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que no expresa t-E2 ó BV), dos pocillos para adicionar 100 µl de control blanco 
(medio RPMI completo) y dos pocillos para adicionar 100 µl de control positivo 
(fitohemaglutinina  10µg/mL - PHA). La placa se incuba por 72 horas a 37°C, 5% 
CO2.  La proliferación celular se mide por incorporación de timidina tritiada ([3H]-T). 
Los cultivos celulares se pulsan con 1µCurie (1µCi) de [3H]-T por pocillo, que 
corresponde a 20 µl de la solución de trabajo de [3H]-T. La placa se incuba por 18 
hr. a 37°C, 5% CO2.  Luego de la incubación con [3H]-T, las células se cosechan en 
filtros porosos, que se colectan y se llevan a un contador de emisiones beta ó 
contador de centelleo para obtener las lecturas correspondientes. Los resultados se 
expresan como índice de estimulación (IE), calculado como la proporción de 
cuentas por minuto (cpm) producidas por células incubadas con el antígeno Bt-E2 
con respecto a las cpm de células incubadas solamente con RPMI (IE = cpm 
promedio en células con Bt-E2/cpm promedio con RPMI). Los resultados se 
reportan como el promedio +/- el error estándar de la media (SEM) de todas las 
replicaciones.   
 
5.19.2 Ensayo de ELISpot para determinación de células productoras de 
IFNγ 
 
Para la determinación de células productoras de IFNγ se cubre una placa 
de 96 pozos con fondo plano y filtro de nitrocelulosa (Millipore®) con 1mg/mL de un 
anticuerpo anti IFNγ de ratón (Purified NA/LE Rat Anti-Mouse IFNγ, BD 
Pharmingen™). Luego de una incubación por 18 hr. a 4°C, la placa de ensayo se 
lava dos veces y se bloquea con 200 µl/pocillo de medio RPMI completo. Las 
suspensiones de células a evaluar se preparan en concentraciones de 5x106 y 
2.5x106  células/mL. Se siembran 100 µl/pocillo (por triplicado) de cada una de las 
suspensiones celulares. Luego se adicionan 100µl del antígeno Bt-E2 al doble de la 
concentración final deseada (2µg/mL) en RPMI medio completo. La concentración 
final de antígeno debe ser de 1µg/mL y el volumen 200µl/pocillo. 
 
Se utiliza fitohemaglutinina (PHA) como control positivo de la prueba. En 
lugar del antigeno Bt-E2, se agrega 100µl de PHA a una concentración de 20µg/mL 
a los pocillos designados para el control positivo. La concentración final de PHA 
debe ser de 10µg/mL y el volumen 200ul/pocillo. Pocillos con células sin estimular 
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(adición de RPMI completo) se usan como control negativo. La placa se incuba a 
37°C CO2 5% por 36 hr. 
 
Luego de la incubación, se realizan cuatro lavados con PBS 1X-Tween 
5% y un lavado con PBS 1X. Se adiciona un anticuerpo monoclonal anti IFNγ de 
ratón marcado con biotina (Biotin Anti-Mouse IFNγ, BD Pharmingen™) a una 
concentración de  2µg/mL. La placa se incuba a temperatura ambiente por 2 horas. 
Para revelar la placa, se utiliza Avidina conjugada a HRP (Avidin-Horseradish 
Peroxidase, BD Pharmingen™) en una dilución 1:3000. El sustrato enzimático DAB 
(3, 3'-diaminobenzidine) (Sigma Aldrich®) se adiciona en una concentración de 0.6 
mg/mL en PBS 1X más H2O2. Se incuba la placa por 10-20 min. hasta observar la 
aparición de spots color marrón. Se dejar secar la placa y se cuentan los spots en 
estereoscopio. Los resultados se expresan en cantidad de células productoras de 
IFNγ/106 células. 
 
5.20 Inmunización de bovinos con antígenos de VDVB  
Para evaluar la respuesta inmune inducida por los antígenos de VDVB en 
bovinos, se realizó un primer experimento con bovinos jóvenes de 9-12 meses de  
edad y un segundo experimento con hembras gestantes usando las formulaciones 
detalladas en la Tabla 4A. Se aplicaron dos dosis con intervalo de tres semanas 
entre aplicaciones. En las hembras gestantes se aplicó la primera dosis pre-servicio 
y la segunda al tacto (Tabla 4B). 
 
Los animales antes de ser seleccionados para realizar el ensayo, fueron 
previamente evaluados por ELISA para la detección del antígeno NS3 en muestras 
de tejido auricular (kit PrioCHECK® VDVBAg PI focus), y para la detección de 
anticuerpos anti NS3 (kit PrioCHECK® VDVBAb), siguiendo las instrucciones del 
fabricante.   
 
A los animales seleccionados, se les administran dos dosis de vacuna con 
espacio de tres semanas entre inmunizaciones. El volumen que se administra por  
dosis es de 2 mL/animal, vía subcutánea (SC) en la región lateral del cuello. Para la 
determinación de títulos de anticuerpos seroneutralizantes y totales en suero, se 
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colectan muestras de sangre los días 0, 20 y 40 días post primera vacunación (dpv).  
La metodología utilizada para la determinación de títulos de anticuerpos 
seroneutralizantes y totales fue la misma que se describió en los numerales 5.16.1 
(Seroneutralización Viral-SNV) y 5.16.2 (ELISA de Bloqueo). 
 
Tabla 4. Candidatos vacunales seleccionados para evaluar respuesta inmune humoral anti 
VDVB en bovinos 
 
4A. Formulaciones vacunales aplicadas en animales jóvenes 
Grupo Antígeno Masa antigénica Adyuvante 
Nombre asignado 







1 Bt-E2 20µg Nanopartículas  Bt-E2 + Nano 60/40 SC 
2 VDVB cp inact. 1x10
6 TICD50 Nanopartículas 
VDVB inactivado 
cp + Nano 60/40 SC 
3 VDVB cp inact. 1x10
6 TICD50 Hidróxido de Aluminio 
VDVB inactivado 
cp + Alum 90/10 SC 
4 VDVB cp inact. + Bt-E2 
1x106 TICD50 
+ 20µg Nanopartículas 
VDVB inactivado 
cp + Bt-E2 + Nano 30/30/40 SC 
 
4B. Formulaciones vacunales administradas a vaquillonas antes del servicio.  
Grupo n Antígeno Masa antigénica Adyuvante 
Nombre 


















comercial No se informa SC 
3 10 -- -- -- No vacunados -- -- 
 
 
5.21 Evaluación de las vacunas conteniendo Bt-E2 en el modelo cobayo-
INTA 
 
Se realizó un ensayo preliminar de inmunogenicidad de Bt-E2 + Nano en 
cobayos adultos. Brevemente, un grupo de 6 cobayos de 500gr de peso se inmuniza 
con una sola dosis de Bt-E2 (4µg) + Nano (Tabla 9). La vacuna de 2 mL por dosis 
se administra por vía subcutánea. Se colectan sueros a los días 15 y 30 post 
vacunación y se analizan para la determinación de títulos seroneutralizantes (SNV). 
 
En un segundo experimento, se realizaron pruebas de potencia usando el 
modelo en cobayos desarrollado en INTA, siguiendo los protocolos descritos en la 
Resolución Nº 598/2012 emitida por el Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca 
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- Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y lo reportado 
previamente (Fernandez et al., 2009; Parreño et  al., 2010). Brevemente, se 
inmunizan cobayos de 500 gr. de peso (n=6 por grupo) con 4 µg de Bt-E2 + Nano en 
una proporción 60:40 ó 2x106 DICT50 de VDVB cp inact. + Alum. en una proporción 
90:10. Estas dosis corresponden a una quinta parte de las que se utilizan para 
inmunizar bovinos jóvenes (20 µg Bt-E2 + Nano) ó  vaquillonas antes del servicio 
(1x107 DICT50 de VDVB cp inact. + Alum). Se administran 2 mL por dosis vía 
intramuscular, con intervalo de 21 días entre aplicaciones. Las vacunas 
administradas se detallan en la Tabla 10. Como controles negativos se utilizaron 
cobayos  naïve (n=3). Las sangrías se realizaron a los días 0 y 30 días después de 
la primera vacunación. Los sueros colectados se utilizaron para evaluar el título de 
anticuerpos contra VDVB por SNV y ELISA siguiendo la metodología descrita en el 
numeral 5.18.1 y 5.18.4 de esta sección. 
 
5.22 Análisis estadístico de los datos 
 
Se utiliza análisis de varianza: ANOVA de una o dos vías, dependiendo si 
se analizan una ó dos variables independientes. Para hacer comparaciones 
múltiples entre los grupos evaluados se realiza test de Tukey. Las diferencias con  
p<0.05 se consideran estadísticamente significativas con un 95% de intervalo de 
confianza. En algunas comparaciones se utilizó un intervalo de confianza del 99%. 
Los títulos de SNV y ELISA determinados en sueros de cobayo se comparan 
utilizando el “Test de Student” (T test) o Mann-Whitney (cuando no pudo 
comprobarse distribución normal). El análisis estadístico se realiza utilizando los 
softwares Sigma Stat 9.0, MedCalc 3v11 y GraphPad 6.0. 
 
5.23 Bienestar animal 
 
La manipulación de los animales que se usan en este trabajo se realiza de 
acuerdo a las actuales regulaciones para el cuidado humanitario y tratamiento de 
animales que describe el Acta para el Bienestar de Animales de Laboratorio (USC, 
2007) y supervisado por el Comité local de Bienestar Animal (CICUAL). Los ensayos 
en bovinos fueron realizados en campos experimentales de la Empresa Tecnovax 






6.1 Efecto de los antígenos candidatos vacunales sobre las células 
dendríticas. 
 
6.1.1 Evaluación de la interacción entre antígenos del VDVB y células 
dendríticas murinas diferenciadas de precursores de médula ósea 
(BM-DC). 
 
La primera parte de este trabajo consistió en el estudio de la capacidad de 
diferentes antígenos del VDVB (ver Tabla 1) en activar BM-DC in vitro. Para esto, se 
seleccionaron antígenos proteicos y plasmídicos, con el objeto de entender cómo 
interactúan estos antígenos con las DC. Los antígenos de VDVB de nueva 
generación seleccionados se basan en la glicoproteína de envoltura E2 de VDVB. 
Esta proteína es de gran interés porque es la que induce anticuerpos neutralizantes 
que protegen al huésped de ser re-infectado. En nuestro estudio también hemos 
incluido el VDVB infectivo e inactivado, siendo este último el antígeno utilizado en 
las vacunas actuales. 
 
  El paso inicial fue poner a punto la metodología para preparación de lotes 
de VDVB cp (Cepa Singer 1a) infectivo e inactivado de alto título, seguida de la 
extracción, cultivo diferenciación y estimulación de BM-DC con los distintos 
antígenos del VDVB.  
 
6.1.1.1 Medición de la expresión de CD11c en BM-DC  
 
 Células precursoras de médula ósea (CPMO) de ratones BALB/c, se 
diferenciaron a BM-DC suplementando el medio de cultivo (RPMI) con IL-4 y GM-
CSF. La expresión del marcador de diferenciación CD11c en la superficie celular de 
las BM-DC se verificó por citometría de flujo. En la Figura 6.1, el histograma 
muestra la población de BM-DC (M2 - curva coloreada en gris) positiva a la 
marcación con un anticuerpo anti CD11c conjugado a ficoeritrina (CD11c-PE) y la 
población de BM-DC (M1, curva sin colorear) que fue marcada con un anticuerpo 
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del mismo isotipo no especifico, conjugado a ficoeritrina (isotipo-PE). La zona de la 
curva coloreada en gris que se superpone con la curva sin colorear corresponde a 
aproximadamente a un 8% del total de BM-DC cultivadas. Este porcentaje es 
equivalente a la población de células que no se diferenciaron. El porcentaje de 
diferenciación CPMO a DC-CD11+ obtenido en este experimento fue superior al 
90%. En todos los cultivos realizados, los porcentajes de diferenciación fueron 
siempre superiores al 89%, con un promedio de 94% (rango 89-97%). 
 
Figura 6.1. BM-DC diferenciadas (CD11c+) a partir de CPMO. El histograma muestra que la 
población M1 de BM-DC marcadas con control de isotipo PE (curva sin colorear) no presentan 
marcación inespecífica y la población M2 de BM-DC marcadas con anticuerpos anti CD11c 




6.1.1.2 Expresión de moléculas de activación en BM-DC CD11c+ 
estimuladas con LPS. 
 
El protocolo para activar BM-DC activadas (BM-DC CD11c+) se puso a 
punto utilizando lipopolisacárido (LPS) de E. coli O55:B5 (10ng/mL) para estimular 
estas células. La Figura 6.2 muestra un experimento representativo en el que se 
evaluó la expresión del MHC II y de moléculas co-estimulatorias (marcadores de 
maduración). Se puede observar que más del 90% de las células diferenciadas son 
CD11c+, de las cuales el 17% son CD11c+/CD40+, el 99% son CD11c+/CD80+, el 
20% son CD11c+/CD86+, y el 67% son CD11c+/MHC II+ (IAd+).  
 
 Estos resultados demuestran que las BM-DC diferenciadas son 






















































s con LPS. 
 izquierdo y 
aron CD40, 
on: 16.8, 99.1







s lotes de 
las fueron 
 las conc
1c+ y de la











 virus cp in
teriales y M
), haciendo


























 y MHC-II 











6 y 12 ho






























































































 por  pcDN
ación al e























































































 en cada trat
ara el anális
aciones múlt



































, y de MHC
 de estos 
ositivo). E






















 II y CD8
marcadore
l VDVB c









































(VDVB infectivo, VDVB inactivado y Bt-E2) indujo una activación incompleta, 
sugiriendo que estos antígenos no son suficientemente inmunogénicos para activar 
a estas APC.  
 
6.1.1.4 Síntesis de citoquinas en BM-DC estimuladas con antígenos de 
VDVB. 
 
  La determinación de citoquinas se realizó en sobrenadantes de cultivo de 
BM-DC tratadas y no tratadas con los diferentes antígenos por 3 y 12 hr. como se 
describió en Materiales y Métodos (numeral 5.7). A diferencia de lo observado para 
la medición de la expresión de moléculas co-estimulatorias, la síntesis de citoquinas 
brindó mediciones más consistentes a las 12 hr. de estimulación. Se evaluó la 
producción de IL-6, IL-10, MCP-1, IFNγ, TNFα e IL-12p70. No se observaron 
diferencias respecto del mock para MCP-1 e IL12p70 (datos no mostrados). 
 
  La Figura 6.4 muestra la concentración de citoquinas producidas con los 
diferentes tratamientos a las 12hr post estimulación.  BM-DC estimuladas con VDVB 
cp inactivado produjeron principalmente la citoquina pro-inflamatoria IL-6. TFNα e 
IFNγ también fueron inducidos por el virus inactivado pero las concentraciones no 
fueron significativamente diferentes del control negativo (Mock).  
 
 BV y Bt-E2 indujeron la producción de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y 
TNFα, además de IFNγ, pero las concentraciones no fueron significativamente 
diferentes del control negativo. Los vectores plasmídicos indujeron la síntesis de 
todas las citoquinas pro-inflamatorias evaluadas (p<0.05 respecto del Mock).  El 
virus infectivo activó la síntesis de IL-10, mientras que el virus inactivado no indujo la 
expresión de esta citoquina. De hecho, solamente el virus infectivo aumentó la 
expresión de esta citoquina lo que podría ser indicador de un efecto  
inmunoregulatorio del VDVB sobre las BM-DC. 
 
 Estos resultados sumados a los reportados en los experimentos 
anteriores indicarían que las BM-DC tratadas entre 3 y 12 horas con VDVB infectivo 
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esperaba, no mostraron reactividad con el anticuerpo monoclonal anti NS3. Se 
verificó la presencia de NS3 en los cultivos infectados a partir de las 3 hr. post 
tratamiento, indicando que el virus fue capaz de traducir su ARN rápidamente en 
estas células. Este efecto se verificó también a las 17 hr. Para ambos tratamientos 
la reactividad con los monoclonales específicos disminuyó a las 48hr, observándose 
pocas BM-DC positivas para NS3. Esto se correspondería con el bajo porcentaje de 
infección reportado a las 48 hr. (Glew et al., 2003). 
 
6.1.1.6 Efecto de los diferentes antígenos de VDVB sobre el proceso de 
apoptosis de las BM-DC.  
 
 Se ha reportado previamente que VDVB cp no induce la muerte celular en 
DC bovinas in vitro. En cambio, el virus causa muerte en macrófagos infectados 
después de las 24 horas post infección (Glew et al., 2003). Basados en estas 
observaciones en este trabajo estudiamos el efecto de los antígenos proteicos y 
plasmídicos de VDVB sobre la inducción de apoptosis en las BM-DC en cultivo.    
 
 Para determinar el número de células en apoptosis temprana, se 
identificaron aquellas células que exponen fosfatidilserina (FS) en su superficie. 
Cuando se inicia el proceso de apoptosis, este fosfolípido es traslocado desde la 
cara interna hacia la cara externa de la membrana celular. Para evidenciar este 
proceso se utilizó Anexina V-conjugada con ficoeritrina (PE), que posee alta afinidad 
por la FS, uniéndose a las células que tengan FS expuesta. Esta es una forma 
altamente sensible para analizar el proceso de apoptosis por citometría de flujo 
(Koopman et al., 1994) como se indica en Materiales y Métodos (Numeral 5.16). Se 
determinó el número de células apoptóticas a diferentes tiempos post estimulación 
con los antígenos de VDVB (Tabla 1). Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 6.6.  
 
 Observamos que a las 24 hr. de estimulación, más del 25% de las células 
en cultivo (Mock) entraron en apoptosis, a excepción de aquellas tratadas con el 




Figura 6.6. Evaluación de la Apoptosis en BM-DC estimuladas con diferentes antígenos del 
VDVB. BM-DC cultivadas en placas de 6 pocillos se estimularon con los antígenos indicados a 
diferentes tiempos. La cuantificación de células Anexina V positivas  se hizo por citometría de flujo. El 
gráfico muestra el porcentaje de células en apoptosis temprana para cada tiempo estudiado. BM-DC 
tratadas con UVC (apoptosis inducida) se usaron como control positivo del ensayo. Se realizó 
análisis de varianza (ANOVA de dos vías) y test de Tukey para comparaciones múltiples. Símbolos 
distintos indican diferencias significativas (#p<0.05; * p<0.01) entre el grupo analizado y el control sin 




6.1.2 Interacción entre el VDVB y las células dendríticas bovinas (Mo-DC) 
 
6.1.2.1  Obtención de DC bovinas a partir de células CD14+ de sangre 
periférica. 
 
Una vez evaluado el efecto de VDVB en células dendríticas murinas (BM-
DC) se procedió a aplicar la metodología desarrollada al estudio del efecto del 
VDVB en la activación de células dendríticas bovinas derivadas de monocitos (Mo-
DC). Las Mo-DC se diferenciaron in vitro a partir de monocitos CD14+ provenientes 
de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenida de bovinos libres 
del VDVB (serología negativa, RT-PCR negativos). Las células mononucleares 
CD14+ fueron purificadas siguiendo el protocolo descrito en el numeral 5.8 de 
Materiales y Métodos. Para estandarizar el protocolo, se realizaron más de 10 
diferenciaciones de células CD14+ a Mo-DC. Los rendimientos promedio obtenidos 
a partir de un volumen de 200 mL de sangre de un bovino adulto, fueron de entre 
2x107 y 5x107 células CD14+; de las cuales aproximadamente el 70% fueron células 






Figura 6.7. Aislamiento de células CD14+ de Bovino a partir de CMSP. Células CD14+ separadas 
magnéticamente se analizaron por citometría de flujo para verificar la pureza de la población 
obtenida. A) Población de células purificadas. La región R1 encierra la población seleccionada para 
el análisis. B) Histograma que muestra la población de células CD14+ claramente diferenciada (curva 
con línea continua) del control de isotipo (curva con línea punteada) y las células sin marcar (curva 
coloreada en gris). C) Células de la región 1 sin marcar. D) Células de la región 1 marcadas con un 




La Figura 6.7A muestra un experimento representativo en el que se 
identifica  por citometría de flujo la población de células CD14+ obtenidas luego de  
la separación magnética usando microesferas “microbeads” anti CD14- humano 
(Región 1). En el histograma de la Figura 6.7B, se observa que se logró diferenciar 
claramente las células  CD14+ (curva con línea continua) de las no marcadas (área 
coloreada en gris) y de las marcadas con control de isotipo (curva con línea 
punteada). Para verificar la pureza de la población separada magnéticamente, se 
seleccionó una sub-región de la población incluida en la región 1 y se pudo observar 
que el más del 92% de las células eran CD14+ (Figura 6.7E). Se tomaron como 
controles negativos células CD14+ no marcadas (Figura 6.7C) y células marcadas 
con un control de isotipo conjugado a FITC (Figura 6.7D).  
 
6.1.2.2 Diferenciación de Células CD14+ bovinas a Mo-DC. 
 
Se cultivaron las células CD14+ como se describió en Materiales y 
Métodos (numeral 5.8) y durante el tiempo de diferenciación a Mo-DC, se observó el 
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inducción de la expresión de CD40 en las Mo-DC tratadas con pSFV-tE2, aunque no 
fue significativamente diferente respecto del Mock (p>0.05). Por otra parte, todos los 
tratamientos excepto el de VDVB cp infectivo, provocaron un aumento significativo 
en la expresión del MHC I respecto del mock (p<0.05). El virus inactivado indujo un 
aumento en la expresión de este marcador que no resultó ser significativa en 
promedio, pero que sí lo fue en experimentos individuales. 
 
A fin de determinar si el efecto inducido por los diferentes antígenos podía 
ser revertido en presencia de TLR evaluamos si las Mo-DC tratadas con los 
diferentes antígenos (6h) podían ser activadas posteriormente con un tratamiento 
con Poly I:C (16h). La incubación de las Mo-DC tratadas con pSFV-E2, Bt-E2, y BV 
con Poly I:C indujo un aumento significativo (p<0.05, respecto del mock) en la 
expresión de todas las moléculas evaluadas (Figura 6.9, columnas negras). La 
recuperación en la expresión en los marcadores estudiados, en Mo-DC tratados con 
virus inactivado y posteriormente con Poly I.C, fue estadísticamente significativa 
solamente para MHC I. Para MHC II y CD40 se obtuvieron resultados inconsistentes 
entre los experimentos.   
 
La infección de las Mo-DC con el VDVB no solamente no indujo la 
expresión de las moléculas estudiadas sino que además, la expresión de las 
mismas no se recuperó con el tratamiento posterior con Poly I:C. En la mayoría de 
los casos, la expresión de los marcadores no aumentó. Para MHC II pudimos 
observar en algunos experimentos (se muestra un experimento representativo en la 
Figura 6.10) que incluso había una disminución en la expresión del MHC II que no 
se podía recuperar con el tratamiento con Poly I:C. Estos resultados sugieren que la 
Mo-DC infectada quedaría arrestada en un estado inmaduro luego de la infección 
con VDVB y que este estado no sería reversible por un agonista de TLR-3 (Poly 
I:C).  
 
En otros dos experimentos se determinó la expresión de MHC I y II, CD14 
y las moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 y CD86 en DC tratadas con Bt-E2 y 
VDVB infectivo e inactivado por 6 hr. Los resultados se muestran en la Tabla 5. En 
este experimento se corroboró lo observado en el ensayo anterior: cuando las 
células se trataron con VDVB infectivo, hubo disminución en la expresión de MHC I 
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y MHC II, sin cambios en la expresión de moléculas co-estimulatorias al compararse 
con el Mock. En cambio, hubo aumento en la expresión de MHC I, MHC II, CD40 y 
CD80 cuando las células se trataron con VDVB inactivado y Bt-E2. 
 
Figura 6.9. Expresión de MHC-II, CD40 y MHC-I en Mo-DC. Las células se trataron por 6 hr. con los 
antígenos de VDVB ó con Poly I:C (control positivo de activación) y se midieron los marcadores a 
evaluar. Luego las células se re-estimularon con Poly I:C durante toda la noche (ON) y se volvieron a 
medir los marcadores. Los resultados se expresan como porcentaje de expresión de MHC II, CD40 y 
MHC I en Mo-DC CD11b+. Símbolos distintos indican diferencias significativas entre las medias de 





Figura 6.10. Expresión de MHC-II en Mo-DC infectadas. Expresión de MHC-II luego de la 
incubación con el virus (línea de puntos) y tras la re-estimulación con Poly I:C (línea llena). El área 
gris corresponde al control de isotipo.  
 
 
Tabla 5. Expresión de moléculas de superficie en las Mo-DC. Las células dendríticas derivadas 
de monocitos (DC) fueron tratadas con Bt-E2 y VDVB infectivo e inactivado y la expresión de 
moléculas de superficie se evaluó a las 6h post-tratamiento. Las APC se incubaron con AcMo 
marcados con diferentes fluorocromos. Después de esto, las células se fijaron y se analizaron en un 
FACScalibur. Los resultados se expresan como la intensidad media de fluorescencia de moléculas 




VDVB infectivo VDVB inactivado Bt-E2 Mock 
MHC I 138.5 141.0 141.00 140.0 
MHC II 112.0 120.5 120.5 119.7 
CD40 65.9 66.2 66.2 64.90 
CD80 71.20 74.50 74.5 72.30 
CD86 72.0 69.60 69.6 59.30 
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6.2 Ensayos de inmunogenicidad de los antígenos plasmídicos y 
proteicos del VDVB in vivo  
 
6.2.1 Evaluación de la respuesta inmune humoral y celular en ratones 
BALB/c vacunados con antígenos plasmídicos y proteicos del VDVB 
 
 Con el objetivo de estudiar la respuesta inmune inducida por los antígenos 
plasmídicos y proteicos de VDVB in vivo, se vacunaron ratones BALB/c adultos (6-8 
semanas de edad) de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos, 
Numeral 5.17).  Los grupos vacunales se detallan en la Tabla 3. 
 
 Durante el proceso de formulación de las vacunas experimentales, se tuvo 
en cuenta la capacidad de los antígenos VDVB de activar las BM-DC in vitro. En la 
primera parte de este trabajo se observó que ambos plásmidos, pcDNA-tE2 y pSFV-
tE2 inducían la completa maduración de las BM-DC. De acuerdo a experimentos 
realizados antes de este trabajo de tesis (Ogas-Castells, 2012), sabíamos que el 
vector pSFV-tE2 producía 5 veces más proteína tE2 que el pcDNA-tE2. Por lo tanto, 
solamente utilizamos pSFV-tE2 formulado con PBS, sin ningún adyuvante, para el 
ensayo in vivo.  
 
El antígeno proteico Bt-E2 no indujo la activación completa de BM-DC. 
Por esto, se formuló Bt-E2 (1µg/dosis) con distintos adyuvantes. Se evaluaron tres 
adyuvantes: hidróxido de aluminio (Alum), Marcol Montanide (Oil) ó nanopartículas 
(Nano). Para comprobar la necesidad de incorporar adyuvantes, se incluyó un grupo 
que recibió una vacuna conteniendo Bt-E2 con PBS.  
 
Un grupo de ratones fue vacunado con el VDVB cp inactivado formulado 
con adyuvante oleoso Marcol Montanide (Oil), este grupo se utilizó como control de 
vacunación, ya que esta formulación es una de las que están disponibles en el 
mercado y se utiliza comúnmente para inmunizar poblaciones bovinas en Argentina. 
 
 Los ratones BALB/c se inmunizaron en dos ocasiones por la vía que se 
indica en la Tabla 3, con espacio de dos semanas entre aplicaciones. Se colectaron 
muestras de suero los días 0, 14, 28 y 45 luego de primera inmunización con el fin 
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de determinar títulos de anticuerpos seroneutralizantes (SNV en MDBK). Las 
muestras de suero tomadas el día 45 post-vacunación se utilizaron para medir 
títulos de anticuerpos específicos anti E2 (IgG total y subclases de IgG) usando 
diferentes técnicas de ELISA (Ver Materiales y Métodos, numerales 5.18.2, 5.18.3 y 
5.18.4). También se colectaron esplenocitos de los animales inmunizados (45 dpv) 
para ser estimulados in vitro con Bt-E2 ó pSFV-tE2 y realizar ensayos de 
linfoproliferación y detección de células productoras de IFNγ. Esplenocitos tratados 
con PBS ó PHA (fitohemaglutinina) se incluyeron como controles negativo y positivo 
respectivamente. Los resultados de estos experimentos se detallan a continuación. 
 
6.2.1.1 Respuesta inmune humoral en ratones inmunizados con antígenos 
proteicos y plasmídicos de VDVB. 
 
Los antígenos proteicos Bt-E2 formulados con cualquiera de los 
adyuvantes (Nano, Oil ó Alum) mostraron títulos de SNV significativamente mayores 
a los inducidos por el antígeno plasmídicos pSFV-tE2 al día 45 luego de la primera 
inmunización (p<0.05, Figura 6.17). La administración de Bt-E2 sin adyuvante y de 
VDVB cp inactivado con Marcol Montanide (Oil) produjo títulos de SNV que no 
fueron diferentes del control negativo (PBS). Lo mismo se observó para los 
plásmidos pSFV-tE2 y para los controles negativos de pSFV (pSFV-LacZ) y 
Baculovirus (BV + Nano), que  no dieron lugar a niveles detectables de Ac 
neutralizantes.  
 
Al observar que la formulación que contenía el antígeno plasmídico pSFV-
tE2 no indujo anticuerpos seroneutralizantes, los cuales son dirigidos hacia la 
partícula viral completa; se quiso verificar si este antígeno inducia anticuerpos 
específicos contra la proteína E2 del VDVB. Para esto se evaluaron sueros de 
ratones inmunizados con pSFV-tE2 por ELISA indirecta para detectar IgG contra E2. 
Sueros de animales vacunados con pSFV-LacZ y con Bt-E2 + Alum se utilizaron 
como controles negativo y  positivo de la prueba, respectivamente.  
 
La Figura 6.18 muestra que Bt-E2 administrado con un adyuvante (Bt-E2 
+ Alum) induce anticuerpos totales contra E2 (superiores al control a los 30 y 45 
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dpv), mientras que pSFV-tE2 no logro desarrollar anticuerpos IgG contra la proteína 
E2. Solamente se observa un muy leve incremento de IgG a los 45 dpv, 
significativamente superior a la medición realizada en el grupo pSFV-LacZ al mismo 
tiempo post-vacunación. Estos resultados fueron consistentes con los de 
seroneutralización viral. Por lo tanto, pSFV-tE2 no indujo respuesta humoral anti 
VDVB, ya que no se detectan  títulos seroneutralizantes ni anticuerpos totales contra 
la proteína E2 (títulos de IgG anti E2-ELISA).  
 
Figura 6.17 Títulos de seroneutralización viral (SNV) inducidos en ratones BALB/c 
inmunizados con antígenos proteicos y plasmídicos de VDVB. Los títulos de SNV se expresan 
como el valor inverso (Log10) de la dilución a la que el suero evaluado fue capaz de neutralizar el 
efecto citopático de VDVB en células MDBK in vitro (50% de los pocillos utilizados en la prueba). La 
línea de puntos indica el punto de corte de la prueba establecida para sueros bovinos. Una muestra 
se considera negativa cuando no hay efecto citopático  en diluciones menores a 1:8, Log =0.9 (punto 
de corte, indicado con línea de puntos). Las flechas indican el momento en que se realiza la 
vacunación. Adyuvantes utilizados en las formulaciones experimentales: Marcol Montanide (Oil), 
hidróxido de aluminio (Alum), o nano partículas (Nano). Los grupos marcados con un asterisco  son 
estadísticamente diferentes (p<0.05) del control negativo (PBS). Análisis realizado: ANOVA de dos 




Figura 6.18 Detección de anticuerpos IgG contra la proteína E2 de VDVB en ratones 
vacunados con pSFV-tE2. Sueros de ratones vacunados con pSFV-tE2, pSFV-LacZ y Bt-E2 + Alum 
se colectaron los días 0, 15, 30 y 45 dvp y fueron analizados por ELISA indirecta para detección de 
IgG total anti E2. Los títulos de ELISA se expresan con los valores inversos (Log10) de la dilución a la 
que fueron analizadas las muestras. Las flechas indican el momento de la vacunación. 
Significativamente superior a pSFV-LacZ. * p<0.01.; # p<0.05. Análisis de varianza (ANOVA de dos 






Los sueros de animales que se inmunizaron con Bt-E2 y adyuvante (Oil, 
Nano y Alum), fueron los que mostraron títulos neutralizantes más altos a los 45 
días post vacunación (dpv). Por esa razón, se seleccionaron estas muestras de 
suero para evaluar los títulos de anticuerpos específicos contra la proteína E2 de 
VDVB por ELISA. Se utilizaron dos protocolos de ELISA que fueron desarrollados 
en nuestro laboratorio: el primero, un ELISA de Bloqueo para detectar el total de 
anticuerpos específicos anti E2 (Figura 6.19A), y el segundo, un ELISA de Avidez, 
que detecta anticuerpos de alta afinidad con E2. Se ha demostrado que los 
resultados que brinda el ELISA de Avidez poseen una alta correlación con los títulos 
de anticuerpos neutralizantes (Franco Mahecha et al., 2011). Finalmente, se 
determinaron subclases de IgG (IgG2a e IgG1) por ELISA indirecta (Figura 6.19C). 
 
Los resultados mostraron que Bt-E2 formulada con cualquiera de los tres 
adyuvantes evaluados indujo altos niveles de anticuerpos específicos totales en los 
animales vacunados. Bt-E2 + Nano indujo mayores títulos de anticuerpos que Bt-E2 
+ Alum, y este a su vez indujo mayores títulos que Bt-E2 + Oil. Sin embargo, estas 
diferencias no fueron estadísticamente significativas (Figura 6.19A).  
 
 
Figura 6.19. Evaluación de la avidez e isotipos de los Ac séricos anti E2 en ratones BALB/c 
inmunizados con Bt-E2 formulada con diferentes adyuvantes. Se evaluaron los sueros obtenidos 
a los 45 dpv utilizando tres protocolos de ELISA: (A) ELISA de bloqueo para títulos de anticuerpos 
totales anti E2, (B) ELISA para evaluar la avidez de dichos anticuerpos, y (C) ELISA indirecta, para 
determinar subclases de IgG (IgG2a e IgG1). Símbolos distintos indican diferencias significativas 






Se observó también que estas preparaciones vacunales estimularon la 
producción de anticuerpos séricos de alta avidez contra E2. Los anticuerpos 
inducidos por Bt-E2 + Alum tuvieron un índice de avidez (IA) del 80%, índice 
significativamente más alto que los inducidos por Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil (IA = 
60%) (Figura 6.19B). 
 
Finalmente, al evaluar las subclases de IgG (IgG2a e IgG1), se observó que 
Bt-E2 + Oil y Bt-E2 + Alum dio lugar a una mayor proporción de IgG1 que de IgG2a, 
mientras que Bt-E2 + Nano induce una mayor proporción de IgG2a que de IgG1. 
(Figura 6.19C). 
 
6.2.1.2 Respuesta inmune celular en ratones inmunizados con antígenos 
proteicos y plasmídicos de VDVB. 
 
Se realizaron ensayos de linfoproliferación y determinación de células 
productoras de IFNγ (ELISpot)  para evaluar respuesta inmune celular utilizando 
esplenocitos obtenidos el día 45 post primera inmunización.  
 
Los esplenocitos de los animales inmunizados se estimularon con Bt-E2 in 
vitro por 48 horas. Para los ensayos de linfoproliferación se incorporó timidina 
tritiada al cultivo de células estimuladas. La proliferación celular se midió en 
“cuentas por minuto” (cpm) por millón de células estimuladas. Las cpm 
corresponden a la cantidad de células radioactivas detectadas por un contador de 
emisiones beta ó contador de centelleo (Ver Materiales y Métodos, numeral 5.19.1).  
 
En la Figura 6.20A se observa que los esplenocitos de los animales 
vacunados proliferan al ser estimulados con un mitógeno (fitohemaglutinina - PHA), 
indicando que son viables. El tratamiento con PBS indica que los niveles de 
proliferación inespecífica son lo suficientemente bajos como para poder utilizar el 
ensayo. Los índices de proliferación de los esplenocitos provenientes de animales 
inmunizados con Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil, fueron significativamente más altos 
que los medidos en esplenocitos de animales inmunizados con Bt-E2 + Alum, Bt-E2 
sin adyuvante, los controles negativos de vacunación (pSFV-LacZ y BV) y  
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estimulados con PBS (control negativo de la prueba). Por otra parte, esplenocitos de 
animales vacunados con el antígeno plasmídico pSFV-tE2 mostraron niveles altos 
de proliferación, equivalentes a los del control positivo (PHA).  
 
 
Para evaluar la producción de IFNγ en esplenocitos colectados de 
animales vacunados, se estimularon estas células  in vitro con  Bt-E2 y se realizó un 
ensayo de ELISpot de acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos 
Numeral 5.19.2. En la Figura 6.20B se muestra que los esplenocitos provenientes 
de animales vacunados con Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil luego de ser estimulados in 
vitro, mostraron cantidades similares de células productoras de IFNγ. Estas 
cantidades fueron equivalentes al número de células productoras de IFNγ vistas en 
el control positivo (PHA). Asimismo, el número de células productoras de IFNγ 
provenientes de animales vacunados con Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil fueron 
significativamente mayores a las de los esplenocitos de animales vacunados con Bt-
E2 + Alum, Bt-E2 sin adyuvante, pSFV-tE2, los controles negativos de vacunación 
pSFV-LacZ y BV, y a los esplenocitos estimulados con PBS (control negativo de la 
prueba). 
 
La Figura 6.20C muestra una selección de fotografías representativas de 
la prueba de ELISpot (pocillos individuales). Al revelarse la placa de ensayo con un 
sustrato enzimático para detectar las células (spots) que producen IFN-γ en cada 
grupo experimental, los spots se cuantificaron para obtener los valores reportados 
en la Figura 6.20B. En el set de fotografías, se observa claramente que los pocillos 
correspondientes a los grupos experimentales Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil muestran 
un mayor número de spots que los grupos Bt-E2 + Alum, Bt-E2 sin adyuvante y el 
control negativo (PBS). También se observa el gran número de spots obtenidos en 
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antígeno NS3 y a anticuerpos anti-NS3 de VDVB, fueron inmunizados por vía  
subcutánea en dos ocasiones, con espacio de tres semanas entre vacunaciones. El 
volumen de vacuna administrado fue 2 mL/dosis, de acuerdo al protocolo reportado 
previamente (Marzocca et al., 2007). Las formulaciones utilizadas fueron: Bt-E2 
(20µg) + Nano (Tabla 6), VDVB inactivado cp + Nano (Tabla 7A), VDVB inactivado 
cp + Alum (Tabla 7B), ó VDVB inactivado cp + Bt-E2 + Alum (Tabla 8). En este 
primer ensayo el título viral utilizado para formular corresponde al máximo posible 
de obtener en escala industrial, sin optimización del proceso. Se colectaron 
muestras de suero los días 0, 20 y 40 post primera inmunización para la 
determinación de títulos de anticuerpos seroneutralizantes por SNV y títulos de 
anticuerpos totales por ELISA de Bloqueo. 
 
 
Tabla 6. Títulos de anticuerpos (Ac) totales y seroneutralizantes en bovinos inmunizados con 
Bt-E2 + Nano. 10 bovinos fueron inmunizados con dos dosis de vacuna conteniendo Bt-E2 en la 
dosis que se indica y adyuvante nanoparticulado (40%) como adyuvante. Se colectaron nuestras de 
suero los días 0, 20 y 40 post-vacunación (dpv) para determinar títulos de anticuerpos 
seroneutralizantes (SNV) y títulos de anticuerpos totales por ELISA. Los títulos se expresan en Log10. 
Bovinos inmunizados con 20µg de Bt‐E2 + Nano 



















1  Neg  Neg  1.80  2.70  Neg  1.93  3.61 
2  Neg  Neg  2.40  4.50  Neg  2.04  3.48 
3  Neg  Neg  2.10  3.90  Neg  1.42  3.61 
4  Neg  Neg  2.40  3.30  Neg  1.57  3.61 
5  Neg  Neg  1.50  2.10  Neg  2.62  3.61 
6  Neg  Neg  2.40  3.90  Neg  2.29  3.48 
7  Neg  Neg  2.40  3.30  Neg  2.67  3.61 
8  Neg  Neg  1.80  3.30  Neg  2.87  3.61 
9  Neg  Neg  1.80  3.30  Neg  1.93  3.61 
10  Neg  Neg  2.40  3.90  Neg  2.04  3.61 
Media ± DS  N/A  N/A  2.10±0.35  3.42±0.68  N/A  2.14±0.47  3.58±0.05 
 
N/A no se pudo calcular 
Neg. Valores por debajo del límite de detección de la técnica 
Las diferencias entre las medias obtenidas entre 0, 20 y 40 dpv son significativas (p<0.05) 
 
 
La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos luego de la inmunización de 
bovinos con Bt-E2 + Nano. Se observa que esta formulación indujo altos títulos de 
anticuerpos neutralizantes (SNV) y totales (ELISA) mayores a 2.0 después de la 
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primera inmunización. Lo que indica un buen primado de respuesta inducida por 
vacunación. Al evaluar los títulos de anticuerpos al día 40 post primera vacunación, 
estos fueron mayores a 3.4, indicando que la segunda dosis vacunal indujo una 
mayor respuesta humoral de tipo secundario. 
 
Para comparar la respuesta humoral vista en bovinos vacunados con Bt-
E2 + Nano, se estudió la respuesta humoral en animales vacunados con VDVB cp 
inactivado formulado con adyuvante nanoparticulado “Providean-AVEC®” (VDVB 
inactivado cp + Nano) ó hidróxido de aluminio (VDVB inactivado + Alum) como 
adyuvante (Tablas 7A y 7B, respectivamente). 
 
Tabla 7. Niveles de  Ac totales y seroneutralizantes bovinos inmunizados con VDVB inact. 
(1x106 DICT50) + Nano ó Alum 
 














1  Neg  Neg  0.9  1.5 
2  Neg  Neg  Neg  1.5 
3  Neg  Neg  Neg  1.5 
4  Neg  Neg  Neg  2.1 
5  Neg  Neg  Neg  1.5 
Media ± DS  N/A  N/A  N/A  1.62+/‐0.27 
Los títulos se expresan en Log10 
Neg. Valores por debajo del límite de detección de la técnica 
ND: no determinado 
Punto de corte para SNV: 0.9 
 
7B- Bovinos inmunizados con VDVB inact. (1x106 DICT50)  + Hidróxido de Aluminio (Alum, 
10%).  
 

















1  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  0.60 
2  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  0.60 
3  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg 
4  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg 
5  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg  Neg 
Media ± DS  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A 
Los títulos se expresan en Log10 
N/A no se pudo calcular 
Neg. Valores por debajo del límite de detección de la técnica 
ND: no determinado 
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En la Tabla 7A se muestra que los bovinos vacunados con VDVB 
inactivado cp + Nano no tuvieron títulos de anticuerpos seroneutralizantes (SNV) ni 
totales (ELISA) a los 20 días post vacunación. En este grupo se detectó un aumento 
en los títulos de anticuerpos seroneutralizantes (~1.6) a los 40 dpv, que si bien son 
menores a los determinados para BtE2+Nano, están de todos modos muy por 
encima el punto de corte establecido para seroconversión (0.9).   
 
 
La Tabla 7B muestra que de los animales vacunados con VDVB 
inactivado + Alum solo dos (Animales 201 y 203) mostraron títulos de anticuerpos 
totales por ELISA (día 40 post primera vacunación). El resto de animales en estudio 




Para determinar si el problema de la falta de inducción de anticuerpos se 
debía a la baja masa de E2, que era de 1,5 µg/dosis en el preparado viral utilizado 
(1x106 DICT50), adicionamos en un tercer experimento 20µg de Bt-E2 a la vacuna 
VDVB inactivado cp + Alum.  Se inmunizaron bovinos siguiendo el mismo esquema 
de vacunación utilizado en los ensayos previos. Se observó que con la adición de 
Bt-E2 se logró inducir títulos aceptables de anticuerpos totales al día 20 post 
primera vacunación (~2.0), e incluso estos títulos aumentaron al día 40 dpv (~3.6). 
Por problemas técnicos y logísticos no se pudieron evaluar anticuerpos 



















Tabla 8. Niveles de  Ac totales en bovinos inmunizados con VDVB inact. (1x106 DICT50) + Bt-E2 
+ Alum. 10 bovinos fueron inmunizados con dos dosis de vacuna conteniendo antígeno Bt-E2 (20µg) 
e hidróxido de Aluminio (10%) como adyuvante.  
 



















1  Neg  ND  ND  ND  Neg  1.89  3.61 
2  Neg  ND  ND  ND  Neg  2.67  3.61 
3  Neg  ND  ND  ND  Neg  2.56  3.61 
4  Neg  ND  ND  ND  Neg  2.54  3.61 
5  Neg  ND  ND  ND  Neg  2.91  3.61 
6  Neg  ND  ND  ND  Neg  1.78  3.61 
7  Neg  ND  ND  ND  Neg  2.22  3.61 
8  Neg  ND  ND  ND  Neg  3.31  3.61 
9  Neg  ND  ND  ND  Neg  1.02  3.61 
10  Neg  ND  ND  ND  Neg  0.78  3.61 
Media ± DS  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A  2.17±0.81  3.61* 
Los títulos se expresan en Log10 
N/A no se pudo calcular 
Neg. Valores por debajo del límite de detección de la técnica 
ND: no determinado 
* Máxima dilución evaluada en ELISA  
 
6.2.3 Evaluación de vacunas contra VDVB que contienen Bt-E2 usando el 
modelo cobayo-INTA 
 
Luego de completar los ensayos in vivo y evidenciar que la formulación 
Bt-E2 + Nano indujo una buena respuesta celular (ratones) y humoral (ratones y 
bovinos), se prosiguió con la evaluación de esta formulación vacunal usando el 
modelo cobayo, que es el modelo autorizado por el Servicio Nacional de Sanidad 
Animal (SENASA) de Argentina para realizar pruebas de potencia en vacunas.  Un 
ensayo preliminar se realizó inmunizando  cobayos con una sola dosis de 4µg de Bt-
E2 + Nano en proporción 60:40. Similar a lo visto en ratones y bovinos, los sueros 
de los cobayos inmunizados con Bt-E2 + Nano alcanzaron altos títulos 
neutralizantes al día 30 post vacunación (Tabla 9). 
 
Para verificar estos resultados se realizó otra ronda de inmunizaciones, 
pero esta vez siguiendo la normativa para el uso de cobayos en las pruebas de 
potencia para vacunas. Se realizaron dos inmunizaciones con 21 días de intervalo 
entre vacunaciones, siguiendo la metodología descrita en el numeral 5.21 de 
Materiales y Métodos. Las formulaciones utilizadas se detallan en la Tabla 10. 
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Tabla 9. Ensayo preliminar de inmunogenicidad de Bt-E2 + Nano en cobayos. Se midieron 
niveles de anticuerpos seroneutralizantes en cobayos inmunizados con una sola dosis (día 0) de Bt-
E2 (4µg) + Nano de Bt-E2 por vía subcutánea. Sueros colectados a los días 15 y 30 post vacunación 
fueron analizados para la determinación de títulos seroneutralizantes (SNV). Los títulos de SNV se 
expresan como la inversa del logaritmo de la dilución que reduce en un 50% el efecto citopático viral 
en cultivo de células MDBK (DICT50 log10).  
 




1  Neg Neg >2.4 
2  Neg  Neg  0.6 
3  ND ND 0.9 
4  ND  ND  >2.4 
5  ND  ND  >2.4 
6  ND ND 0.6 
Sin vacunar 
O1  ND Neg Neg 
O2  ND  Neg  Neg 
15 1  Neg ND Neg 
15 2  Neg  ND  Neg 
Los títulos se expresan en Log10 
Neg. Valores por debajo del límite de detección de la técnica 
ND: no determinado 
 
 
Tabla 10. Vacunas de VDVB evaluadas en el modelo cobayo INTA  
 
Grupo Antígeno Masa antigénica Adyuvante 
Nombre 







1 Bt-E2 4µg Nanopartículas  Bt-E2 + Nano 60/40 IM 
2 VDVB cp inact. 2x105 TICD50 Hidróxido de Aluminio 
VDVB inactivado 
cp + Alum 90/10 IM 
 
 
Se determinaron títulos de anticuerpos totales anti E2 de VDVB usando la 
técnica de ELISA indirecto en sueros colectados a los 0 y 30 dpv. Los resultados se 
muestran en las Tablas 11A y 11B. Los títulos de anticuerpos inducidos por Bt-E2 + 
Nano son significativamente mayores a los inducidos por VDVB cp Inactivado + 
Alum (Tabla 11D y 11F), confirmando los resultados vistos en el ensayo preliminar 
en cobayos y en los experimentos de inmunogenicidad en ratones y bovinos. En 











Tabla 11. Títulos de anticuerpos totales anti E2 de VDVB en suero de cobayos inmunizados 
con Bt-E2 (4µg) + Nano (10A) y VDVB cp inactivado (2x106 DICT50) + Alum (10B). El análisis 
estadístico de los datos se detalla en las tablas 10C y 10D para VDVB + Alum vs Testigo, y en 















Testigo 1  0.6  0.6  0.6 
Testigo 2  0.6  0.6  0.6 
Testigo 3  0.6  0.6  0.6 
PROMEDIO TEST  NEG  NEG  NEG 
Vacunado 1  0.6  2.59  >2.40
Vacunado 2  0.6  2,59  >2.40 
Vacunado 3  0.6  3,61  >2.40 
Vacunado 4  0.6  3,61  >2.40 
Vacunado 5  0.6  2,97  >2.40 
















Testigo 1  0.6  0.6  0.6 
Testigo 2  0.6  0.6  0.6 
Testigo 3  0.6  0.6  0.6
PROMEDIO TEST  NEG  NEG  NEG
Vacunado 1  0.6  0,6  0.6 
Vacunado 2  0.6  1.9  0.9
Vacunado 3  0.6  3,06  2.4
Vacunado 4  0.6  2,34  1.8 
Vacunado 5  0.6  0,6  0.6 




































































Al analizar la respuesta de anticuerpos a la formulación basada en VDVB 
+ Alum,  es interesante observar que se induce una mejor respuesta de anticuerpos 
neutralizantes y totales cuando se aumenta el título de partículas virales en  esta 
vacuna. Lo anterior se infiere al comparar los títulos de anticuerpos inducidos en 
cobayos vacunados con VDVB (2x106 DITC50) + Alum (Tabla 11B) con los títulos de 
anticuerpos inducidos en bovinos vacunados con VDVB (1x106 DITC50) + Alum 
(Tabla 7B). En cobayos, se logró inducir una buena respuesta de anticuerpos 
neutralizantes y totales; en cambio en bovinos, la respuesta fue casi nula. Sin 
embargo, la respuesta de anticuerpos neutralizantes y totales en bovinos se 
recuperó cuando se adicionó Bt-E2 a la formulación VDVB (1x106 DITC50) + Alum 
(Tabla 8). La cantidad de E2 contenida en una dosis de VDVB + Alum administrada 
a los cobayos fue determinada por ELISA y se obtuvo que la vacuna contenía 
aproximadamente 10µg de E2 por dosis. Esto nos hizo pensar que una vacuna 
contra VDVB que induzca una buena respuesta humoral requiere una concentración 
mínima de E2 por dosis. Esta E2 puede ser aportada por el VDVB inactivado 
cuando se administra en concentraciones altas (experimento en cobayos), o 
también E2 podría ser aportada por el VDVB administrado a una menor 
concentración y adicionando Bt-E2 a la vacuna.  
 
La adición de Bt-E2 a una formulación con un título bajo de VDVB 
inactivado simplificaría el proceso de producción y se aumentaría la respuesta de 
anticuerpos en los animales vacunados. Sin embargo, la implementación de la 
tecnología basada en la adición de Bt-E2 al proceso de producción de vacunas 
contra VDVB puede tardar un tiempo considerable mientras se obtienen las 
validaciones y licencias correspondientes.    
 
Por esto, usando la tecnología actualmente disponible para la producción 
de vacunas contra VDVB, la formulación podría ser mejorada desde ahora, 
concentrando el antígeno vacunal para garantizar el requerimiento mínimo de E2 
para la inducción de una mejor respuesta inmune humoral en los animales 
vacunados.   
 
Con el fin de verificar si se induce una mayor la respuesta de anticuerpos 
en bovinos al vacunarlos con una formulación más concentrada de VDVB + Alum, 
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se diseñó un experimento en el que se vacunaron bovinos (n=10 por grupo) con 
VDVB (aproximadamente 1x107 DITC50) + Alum,  la dosis fue ajustada para 
contener 10µg de E2. Los antígenos fueron  preparados en colaboración con una 
empresa productora de vacunas, a escala industrial. Se aplicó también la vacuna 
comercial que la empresa produce de rutina. 
 
Se administraron dos dosis de vacuna por vía subcutánea, con espacio de 
tres semanas entre aplicaciones. La primera dosis se aplicó pre-servicio y la 
segunda, al tacto. Se utilizaron vaquillonas, negativas a antígenos del VDVB y 
anticuerpos contra este virus (Priocheck BVDV-Ag PI Plus). Animales no 
inmunizados se utilizaron como control negativo del ensayo. Se colectaron muestras 
de suero a los días 0, 20 y 40 días post vacunación y se determinaron títulos de 
anticuerpos neutralizantes por SNV y totales anti E2 por ELISA de bloqueo. La 
Figura 6.21 muestra que la vacuna de alto título VDVB (10µg E2) + Alum induce 
títulos de anticuerpos neutralizantes (Figura 6.21A) y totales (Figura 6.21B) 
significativamente mayores a los inducidos por la vacuna comercial contra VDVB, 
demostrando que la administración de una vacuna con alto título de antígeno 
vacunal, garantizaría los requerimientos mínimos de E2 para inducir una adecuada 
respuesta inmune humoral en los animales vacunados.  
 
 
Figura 6.21 Respuesta inmune humoral inducida en bovinos por una vacuna con alto título de 
VDVB. Bovinos jóvenes (9-12 meses) fueron vacunados con una formulación basada en  VDVB 
inactivado (1x107 DITC50) + Alum ó con una vacuna comercial contra VDVB. Animales no vacunados 
fueron usados como controles negativos. Se colectaron muestras de suero los días 0, 20 y 40 post 
vacunación y se determinaron anticuerpos neutralizantes por SNV y anticuerpos totales por ELISA. 
La línea de puntos marca el punto de corte de la técnica. Se indican diferencias significativas 














El VDVB es un patógeno viral que causa inmunosupresión en los 
animales infectados. El VDVB provoca la muerte de los linfocitos (T y B) y 
monocitos-macrófagos (Gibson et al., 2011; Pedrera et al., 2009; Sopp et al., 1994), 
generando inmunosupresión. En las secciones histológicas el virus se asocia con 
células dendríticas, como sucede con el CSFV (Susa et al., 1992). Se ha descrito 
que el VDVB es capaz de infectar a las DC in vitro, en baja proporción, a partir de 
las 24 hr. de realizada la infección (Gibson et al., 2011; Glew et al., 2003). Se 
describió que a los pocos días post infección, el VDVB al igual que el CSFV  
(Carrasco et al., 2004) impediría la actividad de las DC, a diferencia de otros 
Flavivirus como el virus del Dengue, que activa a las DC (Ho et al., 2001; Libraty et 
al., 2001; Wu et al., 2000). El presente trabajo buscó determinar si las DC, el 
principal tipo de células mieloides que interactúan con los linfocitos, están 
involucradas en la inmunopatogénesis del VDVB. 
 
El control de las infecciones causadas por el VDVB requiere de la 
detección de animales PI  y la vacunación de los animales inmunocompetentes. Sin 
embargo, las vacunas tradicionales no logran inducir protección y no se ha 
avanzado en el uso de vacunas de nueva generación contra el VDVB, como sí 
ocurre con otras enfermedades. Uno de los inconvenientes del desarrollo de nuevas 
vacunas, es que los estudios en bovinos requieren de animales libres del VDVB, 
muy difíciles de conseguir en zonas endémicas. Estas evidencias apoyan la 
búsqueda de herramientas creativas para la selección de antígenos para las nuevas 
vacunas, reduciendo el número de pruebas realizadas en la especie destino. 
Estudiamos entonces el efecto de la interacción entre diferentes antígenos del 
VDVB, propuestos como candidatos vacunales, sobre las DC. El objetivo fue 
establecer si era posible seleccionar antígenos vacunales in vitro, según la 
capacidad de los mismos de inducir la activación de las DC. 
.  
En este estudio utilizamos virus infectivo, el antígeno actualmente usado 
en las vacunas (VDVB inactivado), y antígenos basados en la glicoproteína E2. Esta 
proteína es el blanco de la respuesta neutralizante. La hemos utilizado truncada 
(tE2), con una deleción C-terminal para favorecer su secreción. Se utilizó la tE2 
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expresada en el sistema baculovirus recombinante-células de insecto (Bt-E2) y 
también vectores plasmídicos que expresan tE2 en el hospedador (vacunas génicas 
pSFV-tE2 y pcDNA-tE2). Los antígenos se evaluaron en DC murinas y bovinas. 
Finalmente se realizaron ensayos de inmunogenicidad en animales de laboratorio y 
especie destino.  Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se resumen en la 
Tabla 12. 
 
7.1 Activación y maduración de células dendríticas diferenciadas a partir 
de células precursoras de medula ósea de ratón (BM-DC) 
 
Las células precursoras de medula ósea de ratón resultaron ser muy 
eficientes en diferenciarse: más del 90% del cultivo correspondió a células CD11c+ 
(BM-DC). Cuando las BM-DC fueron estimuladas con los antígenos recombinantes 
proteicos, se pudo observar que Bt-E2 causaba una activación incompleta de las 
BM-DC. Aunque hubo un aumento en la expresión de MHC II y CD86, CD40 se 
mantuvo en sus niveles basales. CD40 es miembro de la super-familia de 
receptores de TNF. La expresión de CD40 guarda relación con la presencia de 
TNFα y es posible que la no expresión de CD40 luego de la estimulación de BM-DC 
tenga un efecto negativo en la producción de TNFα por estas células (Elgueta et al., 
2009). La expresión de MHC II favorecería la presentación del antígeno pero la 
expresión incompleta de las moléculas co-estimulatorias no permitiría la 
colaboración entre las DC y las células T(Ni and O'Neill, 1997). La falta de activación 
se verifica también con la incapacidad de las DC tratadas con Bt-E2 de inducir la 
síntesis de citoquinas (Figura 6.4).  
 
Estos resultados se contraponen a lo observado en otros trabajos que 
muestran que los baculovirus Autographa californica – virus de la poliedrosis nuclear 
(AcNPV) poseen capacidad de estimular las DC e incluso pueden ser utilizados 
como adyuvantes (Abe et al., 2005; Abe and Matsuura, 2010; Molinari et al., 2010). 
Abe y col. demostraron que AcNPV posee la habilidad de inducir la activación del 
sistema inmune innato a través de un mecanismo dependiente deMyD88/TLR9, en 




Referencias: = Valores Basales;     ↑, ↑↑, y ↑↑↑ Aumento de la expresión del marcador ó de la respuesta evaluada (El número de flechas indica la intensidad de la medición realizada). 
ND: No Determinado; NA: No Aplica 
 
Tabla 12. Resumen de resultados 
Ag proteicos  Ag plasmídicos  
Bt‐E2 VDVB cp 



















































































MHC II ↑ ↑ ↑ ↑↑ ↑↑ 
CD80 ↑ ↑ ↑ ↑↑ ↑↑ 
CD40 = = = ↑ ↑↑ 
Producción  
de citoquinas 
IL‐6 = = ↑ ↑ ↑ 
TNFα = = = ↑↑↑ ↑↑ 
IFNγ = = = ↑↑ ↑↑ 

































seroneutralizantes ↑↑ ↑↑ ↑↑ ND = = = 
Anticuerpos totales contra E2 ↑↑↑ ↑↑ ↑ ND ND ND ND 
Avidez de anticuerpos ↑↑ ↑↑↑ ↑↑ ND ND ND ND 
Inducción de IgG2a ↑↑↑ ↑ ↑↑ ND ND ND ND 
Inducción de IgG1 ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ND ND ND ND 
Evaluación de la respuesta celular (45dpv) 
(post‐estimulación de esplenocitos in vitro)  
Respuesta linfoproliferativa  ↑↑ = ↑↑ ND ND ↑↑↑ ND 
















































































MHC I = ↓ = ↑↑ ND 
MHC II = ↓ = = ND 
CD40 ↑ = ↑ ↑ ND 
CD80  ↑  = ↑ ND ND 
CD86  ↑  ↑ ↑ ND ND 
Producción de citoquinas 
IL‐12 ND ↑ = ND ND 
TNFα ND ↑ = ND ND 




























Adyuvante utilizado Nano NA Nano Alum Bt‐E2 + 
Alum NA NA 
Evaluación de las respuesta humoral 
(40dpv) 
Anticuerpos seroneutralizantes   ↑↑↑ ND ↑↑ = ND ND ND 
Anticuerpos totales contra E2 ↑↑↑ ND ND = ↑↑ ND ND 








(Ensayo 1) ↑↑↑ ND ND ND ND 
Anticuerpos totales contra E2 
(Ensayo 2) ↑↑↑ ND ↑↑ ND ND 
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Una explicación de la ausencia de actividad immunoestimulante de los  
Baculovirus incluidos en la preparación de Bt-E2 observada en este trabajo, puede 
estar basada en la dosis utilizada. En nuestro estudio, en la dosis de Bt-E2, 
colectada directamente de los sobrenadantes de infección, hay entre 1 y 5 x105 PFU 
de AcNPV (por dosis), mientras que en los trabajos que corroboran la actividad de 
AcNPV como adyuvante, la misma se verifica a dosis mayores a 107 PFU 
(Facciabene et al., 2004; Fang et al., 2010; Hervas-Stubbs et al., 2007; Molinari et 
al., 2010). Lo anterior nos lleva a pensar que, en las condiciones de cultivo 
establecidas para Bt-E2, no sería posible aprovechar el poder adyuvante de los 
baculovirus sin concentrar los sobrenadantes de cultivo, por lo que resultaría más 
económico y práctico utilizar adyuvantes en la formulación de la Bt-E2. Por otro 
lado, la cantidad de BV libre puede variar mucho entre preparaciones. 
 
Los antígenos plasmídicos pSFV-tE2 y pcDNA-tE2 activaron a las BM-DC. 
Se observó un aumento en la expresión de IAd, moléculas co-estimulatorias y 
citoquinas pro-inflamatorias. Es posible que los antígenos plasmídicos hayan 
inducido activación y maduración de las BM-DC por su efecto directo sobre los 
receptores de señales de daño (Brown and Lillicrap, 2002). Se ha reportado 
previamente que su efecto inespecífico de activación podría deberse a  la presencia 
de motivos CpG propias del ADN bacteriano (Klinman, 2006). Soportando estas 
evidencias, nuestros resultados muestran que se obtienen resultados similares tanto 
con los vectores conteniendo la secuencia codificante para tE2 como los plásmidos 
sin estas secuencias o con otras (pSFV-LacZ). 
 
La capacidad de activar a las BM-DC resultó ser mayor para los 
plásmidos pSFV que para pcDNA. En pSFV-tE2, la secuencia que codifica para la 
glicoproteína sustituye a la de las proteínas estructurales en un replicón de Semliki 
Forest Virus (SFV) bajo el control del promotor de CMV. Si  bien en este trabajo no 
pudimos detectar actividad del plásmido, medida por expresión de NS1 (no se 
muestra), la actividad auto-replicante del pSFV en las BM-DC podría explicar la 
mayor activación observada. El gen de ampicilina aporta motivos CpG, mientras que 
la replicación del vector induciría la activación de las DC al producir  ARN de doble 
cadena (ARNdc) en las células transfectadas (Vilcek y Sen, 1996).  
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Los antígenos proteicos y plasmídicos fueron utilizados tal como se los 
aplicaría in vivo, pero el  virus inactivado utilizado en los ensayos in vitro proviene de 
un tratamiento diferente al utilizado para inactivar el virus que se utiliza en las 
vacunas comerciales. Varias publicaciones refieren al uso de UVC para la 
inactivación de partículas virales y su posterior aplicación en mediciones de  
inmunología celular realizadas in vitro (Shiina and Rehermann, 2008; Song et al., 
2010). Verificamos que el tratamiento con UVC conservó la antigenicidad evaluada  
mediante la reactividad del virus inactivado con anticuerpos específicos. Podemos 
inferir entonces que la aplicación de UVC afectó la capacidad infectiva del virus, 
conservando las propiedades antigénicas de la partícula viral.  
 
Nuestros resultados muestran que VDVB cp infectivo e inactivado 
mantienen a las BM-DC arrestadas en un estado inmaduro: se observó un leve 
aumento de la expresión de CD86 pero no de CD40 ni MHC II (Figura 6.3). Sin 
embargo, a diferencia del virus infectivo, el VDVB inactivado indujo la síntesis de IL-
6 y TNFα. Esto nos llevó a pensar que el efecto de retención de las DC en el estado 
inmaduro, sumado al aumento de IL-10 podría ser consecuencia de la infección 
viral. La IL-10 es una citoquina que disminuye la  expresión de IFNγ, MHC II y 
moléculas co-estimulatorias, así como la capacidad de las APC de presentar 
antígenos a los linfocitos T (De Smedt et al., 1997).  
 
El VDVB es capaz de infectar a las BM-DC. Detectamos por 
inmunofluorescencia indirecta la proteína no estructural NS3 tan pronto como a las 3 
hr. post infección (Figura 6.5). Esta proteína ha sido usada anteriormente como 
marcador de infección (Glew et al., 2003), ya que no se encuentra en la partícula 
viral y es la primera en producirse durante el proceso de traducción del ARN viral. 
Estos resultados indican que el VDVB infecta a las BM-DC y rápidamente traduce el 
ARN viral.  
 
Una observación importante fue la ausencia de muerte celular en las BM-
DC infectadas, a pesar de haber sido infectadas con un virus citopático. Las células 
infectadas no muestran ningún tipo de cambio morfológico respecto de las células 
no infectadas (observadas al microscopio invertido). Al evaluar el número de células 
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en apoptosis, verificamos que solamente las células infectadas serían rescatadas de 
la apoptosis normal del cultivo, mientras que los otros antígenos muestran un 
aumento en el número de BM-DC en apoptosis.  
 
La entrada en apoptosis es una medida indirecta de la activación de las 
DC. Una vez activadas por un estímulo inflamatorio (endógeno o exógeno) las DC 
disminuyen su actividad fagocitaria, acompañado por un aumento en la capacidad 
de procesamiento y una regulación positiva de la expresión del MHC y moléculas 
co-estimuladoras en la superficie celular. Después de su activación y diferenciación 
terminal, las DC progresan hacia la muerte apoptótica (Granucci and Zanoni, 2009).  
Esto constituye un mecanismo de homeostasis del sistema inmune que sería 
interferido por la infección del VDVB. 
 
7.2 Activación y maduración de células dendríticas diferenciadas a partir 
de células mononucleares de sangre periférica de bovino (Mo-DC) 
 
Durante el desarrollo de esta tesis, fue posible diferenciar DC bovinas 
(Mo-DC) a partir de células CD14+ provenientes de células mononucleares de 
sangre periférica (CMSP) de animales libres de VDVB. Pudimos observar por 
microscopia de lente invertido que alrededor del 90% del cultivo se diferenció 
morfológicamente a Mo-DC  (presencia de prolongaciones citoplasmáticas) luego de 
ser cultivadas en presencia de GM-CSF e IL-4 (Figura 6.8). Los porcentajes de 
células CD14+/CD11b+ fueron superiores al 90% (medido por citometría de flujo). 
 
La incubación de Mo-DC con plásmidos, indujo la expresión de MHC I, 
MHC II y moléculas co-estimulatorias mientras que la proteína Bt-E2 solamente 
indujo un aumento en la expresión de MHC, tal como se había determinado en 
células de ratón. El tratamiento de Mo-DC con VDVB cp infectivo e inactivado, 
mantuvo a estas células arrestadas en un estado inmaduro. No se observó aumento 
en la expresión de MHC ni moléculas co-estimulatorias, excepto un leve modulación 
positiva en los niveles de expresión de CD86 cuando las células se estimularon con 
VDVB infectivo, y de CD40, CD80 y CD86 cuando se estimularon con VDVB 
inactivado, mostrando resultados similares a los vistos en los ensayos realizados en 
BM-DC.  Estos datos son coincidentes con los reportados por Glew y col. (2003) que 
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no encontraron evidencia de un efecto de regulación negativo sobre la expresión de 
estas moléculas durante la infección de Mo-DC con el VDVB.  
 
Es importante notar que existe concordancia entre los resultados 
obtenidos entre las DC murinas y bovinas. Esto permitiría utilizar las células murinas 
(BM-DC), de más fácil obtención, para la evaluación de antígenos para vacunas 
bovinas. 
 
Los resultados mostraban entonces que el tratamiento con varios de los 
antígenos evaluados no inducían la completa activación de las Mo-DC. Para probar 
si este arresto era reversible, las Mo-DC tratadas por 6 hr. con los antígenos del 
VDVB, fueron posteriormente re-estimuladas con Poly I:C, un agonista del receptor 
de tipo Toll 3 (TLR-3)  (Kabelitz et al., 2006; Wesch et al., 2006). Las células 
tratadas con plásmidos y Bt-E2 respondieron positivamente a la estimulación con 
Poly I:C. Se verifico que las Mo-DC tratadas con VDVB cp inactivado y luego re-
estimuladas con Poly I:C, logran expresar CD40 pero no MHC II, y continúan 
expresando la misma cantidad de MHC I y CD86. Las Mo-DC estimuladas con 
VDVB cp infectivo logran responder a la estimulación con Poly I:C pero aumentando 
solamente la expresión de CD86 en estas células.  
 
Los niveles de MHC I y MHC II se mantienen invariables en Mo-DC 
infectadas. Sin embargo, en algunos de los experimentos, observamos una fuerte 
regulación negativa de la expresión de MHC II que no recuperó niveles basales 
luego del tratamiento con Poly I:C. Se ha descrito una disminución la expresión de 
MHC II y una mayor producción de IFNα/β en sobrenadantes de cultivo de DC 
infectadas con VDVB cp (48 hpi) (Glew et al., 2003). VDVB cp induciría la síntesis 
de interferón de tipo I (IFNα/β) en las células infectadas en respuesta a ARN de 
doble cadena (dsARN), que tendría efecto inhibitorio sobre la expresión de MHC 
clase II (Gao et al., 2001).  
 
El efecto de retención de las Mo-DC en el estado inmaduro podría ser 
consecuencia de la presencia de partículas virales en las DC, ya que se observó el 
arresto en células estimuladas con VDVB tanto infectivo como inactivado. Sin 
embargo, la forma en que responden las Mo-DC en cada situación es diferente, ya 
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que las células que toman contacto con virus infectivo no son reactivadas en 
absoluto por mitógenos (LPS ó Poly I:C) in vitro, mientras que cierta tendencia a la 
reactivación (aunque no estadísticamente significativa) se puede observar con el 
virus inactivado. A esto se suma la marcada regulación negativa de MHC II en las 
Mo-DC infectadas. Las Mo-DC infectadas fueron capaces de producir bajas 
cantidades de TNFα y un incremento significativo de IL-10 (concordante con los 
datos obtenidos con DC murinas). En cambio, el VDVB cp inactivado no indujo la 
producción ninguna de las citoquinas estudiadas.  
 
El efecto de la infección podría estar  relacionado con un arresto de las 
DC en un estado inactivo, irreversible por lo menos en los tiempos post-infección 
aquí estudiados. Se ha visto para CSFV, otro Pestivirus, que las DC porcinas 
infectadas son competentes para la presentación antigénica a las 48 hpi (Carrasco 
et al., 2004). Datos preliminares de nuestro grupo evaluando la colaboración DC- 
Linfocito T usando Mo-DC infectadas, indican que el estado inactivo de las DC 
causado por la infección se extendería entre las 3 y 24 hpi, coincidiendo con el pico 
de replicación viral, y que luego la DC infectada podría retomar su actividad APC 
(hacia las 48 hr.). 
 
El VDVB infectó activamente a las Mo-DC. El 70% de las células tratadas 
mostraban marcación con anticuerpos contra el virus (IFI) y visualizamos además la 
presencia de NS3, marcadora de traducción del ARN viral (Glew et al., 2003).  
Igualmente identificamos ARN viral de cadena negativa (intracelular) a las 6 hpi.  La 
infección de las DC fue verificada en función del tiempo mediante la cuantificación 
del número de copias de ARN viral extracelular, titulación de virus presente en el 
sobrenadante de las Mo-DC y producción de NS3 intracelular. El VDVB presentó 
una cinética de replicación acelerada en las Mo-DC, en comparación con las células 
MDBK. Se observa un pico de producción de ARN viral entre las 6 y 18 hpi (Figura 
6.13A). La producción de NS3 se inicia a las 3 hpi y alcanza un máximo a las 18 hr. 
El pico de producción de nuevas partículas virales se alcanza hacia las 18 hpi, 
mientras que en las células  MDBK el máximo se alcanza entre las 48 y 72 hr. En 
las Mo-DC la producción de virus disminuye hacia las 48-72 hpi y se mantiene en 
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niveles constantes y bajos. No hay datos en la bibliografía que describan esta 
cinética en Mo-DC. 
Es importante señalar que en el único estudio publicado en el que evalúan 
la infección del VDVB cp en Mo-DC (Glew y col (2003), todas las determinaciones 
se hicieron a partir de las 24 hr. post infección. Los resultados de esta tesis son los 
primeros en mostrar datos de la infección de Mo-DC a tiempos cortos. Es probable 
que durante el primer día de infección, el VDVB fuese capaz de impedir la 
maduración y activación de las DC. Según resultados preliminares de nuestro grupo, 
la disminución de la tasa de replicación viral en Mo-DC en función del tiempo, 
guardaría relación con la capacidad de las Mo-DC de ser re-activadas con 
mitógenos luego de 2 días de infección. Se precisan más experimentos para 
confirmar esta hipótesis. 
En concordancia con los resultados obtenidos con las DC murinas, la 
infección de las Mo-DC no causó efecto citopático en estas células, mientras que el 
virus era citopático en MDBK. Incluso el virus producido por las Mo-DC fue 
citopático en MDBK. A pesar de que el VDVB no era aparentemente citopático para 
las Mo-DC en términos de cambios morfológicos, determinamos también si había 
una tasa aumentada de muerte celular. El análisis de viabilidad a las 24, 48 y 72 hr. 
no mostró diferencias significativas en el número de células Anexina V positivas y 
7AAD positivas entre los controles (Mock) y los cultivos infectados con el VDVB. Es 
posible que el pasaje por diferentes tipos de células permita una rápida selección de 
poblaciones minoritarias. Sin embargo, se precisan experimentos especialmente 
diseñados, evaluando por ejemplo las secuencias de los virus entrantes y salientes, 
para poder probar esta idea. 
 
En conjunto, nuestros resultados muestran que el VDBV (genotipo 1a, 
biotipo citopático) es altamente efectivo para infectar y replicar de manera 
productiva en las Mo-DC. Este tropismo del VDVB por las DC indica que estas 
células servirían como una célula “blanco” para su replicación temprana. Teniendo 
en cuenta el carácter no citopático del VDVB en las DC y las características 
migratorias de estas células, las DC infectadas podrían ser utilizadas para la 
dispersión eficaz del virus. Este último aspecto es particularmente importante debido 
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al tráfico de DC desde sitios periféricos, tales como las superficies de la mucosa que 
constituyen la puerta de entrada del virus, al tejido linfoide secundario en donde el 
virus podría lograr el contacto cercano con las poblaciones de linfocitos. Esto 
significa que, por un lado, el VDVB ha desarrollado un mecanismo para prevenir las 
respuestas antivirales, lo que permite que el virus se replique en las DC y las utilice 
para el transporte a diferentes lugares del organismo. A su vez, el virus ganaría 
acceso al tejido linfoide, y debido al  ambiente en particular de los folículos linfoides, 
la producción local de virus podría explicar la considerable destrucción de linfocitos 
que se produce en estos órganos durante la infección. 
 
7.3 Modelo de la interacción entre los antígenos proteicos y plasmídicos 
del VDVB y las células dendríticas 
 
Los resultados obtenidos nos permiten proponer un modelo sobre los 
efectos de los antígenos del VDVB estudiados sobre las BM-DC.  
 
El modelo se basa y adapta a los enunciados de la teoría del daño de 
Polly Matzinger. Las leyes que rigen esta teoría declaran que únicamente los 
monocitos/macrófagos y principalmente las DC, son capaces de presentar 
antígenos a células T naïve, y que dicha presentación requiere de dos señales para 
ser efectiva. La señal 1 implica la presentación del antígeno procesado por parte del 
MHC al receptor T, la señal 2 está dada por la interacción de las moléculas co-
estimulatorias. Ambas señales se basan en la existencia previa de la denominada 
señal “0” o señal de daño, reconocida por los receptores de patrones de daño 
presentes en la superficie de las APC profesionales, que las “despiertan” de su 
estado inactivo, permitiendo que se activen y maduren, por lo que son capaces de 
presentar antígenos en el contexto del MHC al receptor T y de interaccionar, a 
través de las moléculas co-estimulatorias, con las moléculas “contraparte” en las 
células T (Matzinger, 2002). Estos eventos llevan a la activación de las células T. 
Las células T que han sido “educadas” por las DC ahora pueden recibir 
presentación antigénica por parte de las células B. 
 
Según el modelo propuesto (ver Figura 7.1), se verifican diferentes 
efectos de los antígenos sobre las BM-DC.  La proteína Bt-E2 sería capaz de inducir 
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la activación de las DC, favoreciendo su función de presentación antigénica. Pero en 
las condiciones evaluadas, la DC no completaría su maduración, y en el caso de 
interaccionar con una célula T naïve, el clon seleccionado iría a anergia por 
ausencia de señales co-estimulatorias (ausencia de señal 2). 
 
Figura 7.1. Modelo sobre el efecto de diferentes antígenos de VDVB sobre la diferenciación y 
maduración de BM-DC. Se observa que los antígenos plasmídicos logran una maduración completa 
de las BM-DC. La estimulación de estas células con Bt-E2 y BV sería incompleta, lo cual puede llevar 
a la activación inadecuada del linfocito T naïve y su posterior anergia clonal. El VDVB infectivo e 





Los vectores plasmídicos, serían en principio capaces de activar y 
madurar a las DC, permitiendo la iniciación de la respuesta adquirida.  Su efecto a 
nivel de la iniciación de la respuesta sería, equivalente a la formulaciones 
adyuvantes (Han and Dao, 2007; Klinman et al., 2010; Liu et al., 2010; Park et al., 
2009).  Sin embargo, otros factores deben considerarse a la hora de utilizar estas 
vacunas in vivo, Por ejemplo,  la pérdida de masa antigénica efectiva que llega a las 
células blanco, sumado al bajo porcentaje de vector que exitosamente atraviesa la 
membrana celular y nuclear. Esto puede resultar en una insuficiente expresión del 



































El VDVB (1a, citopático) infectivo arrestaría a la DC en un estado 
inmaduro, probablemente debido al proceso de replicación viral. Las DC infectadas 
producen IL-10, una citoquina que favorece la activación de células T regulatorias. 
La disminuida cantidad de MHC y moléculas co-estimulatorias presentes en la 
superficie de las DC durante la infección viral impedirían su actividad de 
presentación. Datos preliminares del laboratorio, no incluidos en esta tesis, indican 
que a los tiempos estudiados en los experimentos presentados en este trabajo, las 
DC infectadas con VDVB serían incapaces de presentar antígenos del virus de la 
fiebre aftosa a células T primadas. Por otro lado, el VDVB inactivado permitiría que 
la DC se activara y presentara. 
 
El virus inactivado mantendría la célula inmadura pero con cierta 
capacidad de activación, ya que este estado es al menos parcialmente reversible al 
tratar estas DC con un agonista de TLR-3. De ser este el caso, la iniciación de la 
respuesta inmune adquirida utilizando como inmunógeno VDVB inactivado sería 
fuertemente dependiente de un adyuvante adecuado para activar a las DC (señal 
“0”). 
 
7.4 Inmunogenicidad de los antígenos del VDVB en animales de 
laboratorio y especie destino 
 
Los estudios realizados in vitro sobre DC murinas y bovinas, indicaban 
que la proteína Bt-E2 y el virus inactivado requerirían de adyuvantes específicos 
para iniciar la respuesta inmune adquirida,  mientras que los plásmidos no, ya que 
ellos poseen en sí mismos efecto adyuvante. Para comprobar estas observaciones 
estudiamos la inmunogenicidad de estos antígenos in vivo. Utilizamos dos modelos 
de animales de laboratorio, ratones y cobayos, y también realizamos dos ensayos 
en especie destino.  
 
En el primer experimento se inmunizaron ratones BALB/c adultos con el 
antígeno proteico Bt-E2 solo o formulado con adyuvantes. La Bt-E2 se formuló con 
tres adyuvantes distintos: 1) Hidróxido de aluminio (“Alum”), que es comúnmente 
usado en vacunas veterinarias y humanas, 2) Marcol Montanide (“Oil”), que es un 
adyuvante oleoso, usado frecuentemente en vacunas virales en bovinos; y 3) 
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Nanopartículas (“Nano”), que es un adyuvante desarrollado en nuestro laboratorio, 
compuesto por nanopartículas de lecitina y β Glucanos que contienen agonistas de 
TLR-9, TLR-4 y TLR-2 (Mansilla et al., 2013; Mansilla et al., 2012). Este adyuvante 
ha sido probado previamente  en otras formulaciones vacunales desarrolladas por 
nuestro grupo de investigación, en ratones y bovinos (Mansilla et al., 2013; Mansilla 
et al., 2012).  
 
La vacuna génica no indujo anticuerpos neutralizantes, solamente bajos 
niveles de IgG anti E2, luego de dos vacunaciones. La dosis utilizada es equivalente 
a la aplicada en otros trabajos y el plásmido fue purificado utilizando los 
procedimientos descritos en la bibliografía (Liang et al., 2008; Liang et al., 2005; 
Reddy et al., 1997; Vidalin et al., 2000). El plásmido era capaz de expresar unos 
400µg/mL de tE2 en transfecciones de células COS-7 (Ogas-Castells, 2012). Estos 
valores fueron similares a los reportados por Liang y col (2005) para vacunas 
génicas conteniendo tE2 (también en COS-7) que resultaron en la inducción de 
anticuerpos neutralizantes en ratones (Liang et al., 2005). Si bien la vacuna 
desarrollada por estos autores se basó en un plásmido clásico para expresión de 
ORF en células eucariotas bajo promotores de CMV, en otro trabajo (Reddy et al., 
1999) se ha utilizado el mismo vector pSFV para inmunizar ratones contra NS3, 
logrando también inducir anticuerpos específicos. Muchos son los factores que 
operan en el éxito de la vacunación con plásmidos (Faurez et al., 2010) como 
discutimos más arriba. Sin embargo, resulta difícil encontrar uno que justifique la 
baja capacidad del pSFV-tE2 de inducir anticuerpos anti E2.  La vacuna indujo 
linfoproliferación, lo que también fue obtenido con la vacuna que fue evaluada por 
Liang y col (Liang et al., 2005) y por la mayoría de las vacunas génicas (Liang et al., 
2008; van Drunen Littel-van den et al., 1998; van Drunen Littel-van den Hurk et al., 
2013) debido a la posibilidad de generar antígenos endógenamente, como si la 
célula transfectada hubiese sido infectada. 
  
Se observó que las formulaciones basadas en Bt-E2, independientemente 
del adyuvante utilizado, indujeron títulos significativamente mayores a los de la 
formulación basada en Bt-E2 sin adyuvante, pSFV-tE2 y que el virus inactivado 
(Figura 6.17). Comprobamos entonces, tal como habíamos predicho al evaluar el 
efecto de Bt-E2 con las DC, que la Bt-E2 con baculovirus no era suficiente para 
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lograr inducir adecuadamente la inmunidad adquirida. Aunque en este trabajo no se 
estudió el efecto de Bt-E2 mas adyuvantes en la activación de DC in vitro, se infiere 
que al observar una eficiente respuesta inmune humoral, ésta es consecuencia de 
una adecuada activación de DC. Estos resultados indicarían que con la adición de 
adyuvante, el antígeno proteico Bt-E2 sería capaz de inducir altos títulos de 
anticuerpos neutralizantes en los animales vacunados.  
 
La formulación que mostró mejores resultados fue la Bt-E2 + Nano, que 
indujo los títulos de anticuerpos totales más altos dentro de los grupos evaluados. 
Estos anticuerpos tuvieron un buen índice de avidez, y fueron mayormente del 
isotipo IgG2a. Se ha reportado que IgG2a (específicamente su fracción Fc), media 
funciones efectoras como la de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos y la 
citotoxicidad celular mediada por complemento (Huber et al., 2006), lo cual 
favorecería la eliminación de las células infectadas, controlando la dispersión 
sistémica del virus durante la infección. Los perfiles de isotipos fueron diferentes 
según el adyuvante utilizado. La formulación Bt-E2 + Alum, aunque indujo una 
mayor cantidad de anticuerpos con alto índice de avidez, también produjo niveles de 
IgG1 tres veces más altos que los de IgG2a. La vacuna oleosa también favoreció la 
inducción de IgG1 específica. 
 
Los resultados de linfoproliferación y ELISpot de IFN-γ sugieren que Bt-E2 
induciría una buena respuesta inmune mediada por células cuando es formulada 
con Nanopartículas ó Marcol Montanide.  Por su parte, la formulación de Bt-E2 + 
Alum no indujo una importante respuesta linfoproliferativa ni de producción de IFN-γ, 
posiblemente porque el adyuvante Hidróxido de Aluminio induciría una respuesta 
predominantemente de tipo Th2 (respuesta de linfocitos T helper 2) que está 
estrechamente relacionada con una respuesta humoral (Lindblad, 2004). 
 
En conjunto, los resultados demuestran que el adyuvante utilizado influye 
en el perfil de la respuesta inmune a la vacuna (Cribbs et al., 2003). En ratones, las 
respuestas de tipo Th1 contra un antígeno se caracterizan por la inducción de 
inmunidad celular, isotipo IgG2a y de citoquinas pro-inflamatorias, como lo 
observado para las formulaciones Bt-E2 + Nano y Bt-E2 + Oil; mientras que la 
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respuesta de tipo Th2 induce IL-4, IL-10 and TGF-β, atenuando la inmunidad 
mediada por células, y se la asocia al isotipo IgG1, como el descrito para Bt-E2 + 
Alum.  
 
En un segundo experimento se evaluaron los antígenos vacunales en 
bovinos, aplicando una vacuna formulada con 20µg de Bt-E2 + Nano, una vacuna 
tradicional (VDVB inactivado cp formulado con Hidróxido de Aluminio), el antígeno 
industrial (masa habitual) formulado con Nanopartículas (VDVB inactivado cp + 
Nano) y además se incluyó en una formulación industrial, cantidad suficiente de Bt-
E2 para obtener 20µg totales de E2 en la formulación (VDVB inactivado cp + Bt-E2 
+ Alum).  
 
Se observó que Bt-E2 + Nano indujo altos títulos de anticuerpos 
neutralizantes anti-VDVB y Ac totales contra E2 en los animales vacunados al día 
40 post vacunación. Los títulos seroneutralizantes obtenidos son comparables a los 
reportados en la bibliografía para bovinos vacunados con E2 producida en 
baculovirus (Marzocca et al., 2007; Thomas et al., 2009). Por su parte, la 
formulación VDVB cp inactivado + Nano indujo títulos de anticuerpos neutralizantes 
en todos los animales, que eran más bajos que los inducidos por Bt-E2 + Nano, pero 
que de todos modos superaban holgadamente el punto de corte (1.62 vs 0.9). La 
formulación VDVB cp inactivado + Alum falló en la inducción de títulos neutralizantes 
y específicos contra E2, excepto en 2 animales en los que aún los niveles fueron 
muy bajos. No hay datos en la bibliografía sobre los títulos de seroneutralización 
alcanzados con este tipo de vacunas, en general las vacunas inactivadas se 
evalúan con ELISAs comerciales anti Erns o anti NS3 (p80). La formulación VDVB cp 
inactivado + Bt-E2 + Alum indujo altos títulos de anticuerpos específicos contra E2. 
Los valores obtenidos fueron equivalentes a la administración de Bt-E2 sin virus, por 
lo que la presencia de virus inactivado no modificaría la respuesta contra el antígeno 
recombinante utilizado como aditivo antigénico. 
 
Resulta nuevamente relevante la naturaleza del adyuvante, dado que un 
adyuvante inmunoestimulante (Nano) especialmente diseñado para activar a las DC, 
tanto por el tamaño de las partículas que se generan como por la presencia de 
agonistas de distintos TLRs, permite inducir anticuerpos neutralizantes aún en 
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presencia de baja concentración de antígeno. Por otro lado, la concentración de E2 
en la vacuna parece ser clave para la eficacia de las vacunas anti VDVB. La 
proteína E2 recombinante podría utilizarse como vacuna por sí sola o adicionada al 
antígeno inactivado. A nuestro entender no existen en la bibliografía reportes que 
estudien la interacción entre antígenos inactivados tradicionales y las proteínas 
recombinantes. 
 
7.5 Evaluación de la formulación Bt-E2 + Nano usando el modelo 
cobayo-INTA 
 
Se realizó un ensayo de inmunogenicidad en el modelo “cobayo-INTA”. 
Se evaluó la vacuna recombinante formulada con “Nano” en cobayos y una vacuna 
inactivada producida mediante la metodología industrial tradicional, pero formulada 
para contener 10µg de E2. Se compararon con la vacuna tradicional. Este modelo 
animal es el único autorizado por el SENASA (Resolución Nº 598/2012) para realizar 
pruebas de potencia de vacunas en la república Argentina. Las vacunas veterinarias 
contra IBR y PI3 deben ser sometidas a esta prueba de potencia y otras 
evaluaciones de calidad antes de ser autorizadas para su comercialización. La 
prueba de potencia para evaluar vacunas contra DVB todavía está en proceso de 
validación.  
 
Según la Resolución Nº 598/2012 del Ministerio de Agricultura, Ganadería 
y Pesca – SENASA, las vacunas contra VDVB deberían ser evaluadas en cobayos 
adultos, a los que se les administra el candidato vacunal en dos ocasiones, con 
intervalo de 21 días entre aplicaciones. Se debe colectar suero de los animales 
inmunizados los días 0 y 30 post vacunación para la determinación de títulos 
seroneutralizantes. Aunque esta resolución todavía no incluye una prueba validada 
de ELISA para evaluar la inmunogenicidad de antígenos vacunales contra VDVB, en 
este trabajo se realizaron las pruebas de ELISA que propone el modelo para la 
detección de anticuerpos específicos contra el VDVB.  
 
Se inmunizaron cobayos con Bt-E2 + Nano, siguiendo el protocolo 
descrito en la Resolución Nº 598/201. Al realizar el ensayo de SNV se obtuvieron 
resultados similares a los vistos anteriormente en bovinos. En un ensayo preliminar, 
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Bt-E2 + Nano indujo altos títulos seroneutralizantes (Tabla 9), y un segundo ensayo 
indujo anticuerpos específicos contra E2 (Tabla 11) al día 30 post vacunación. En 
este segundo ensayo se incluyó la formulación de VDVB cp inactivado + Alum, en la 
que se aumentó el título del virus para alcanzar 10 µg de E2 viral en la vacuna. Esta 
vacuna también mostro resultados similares a los vistos en el modelo bovino, 
incluso en hembras preñadas, que no eran diferentes a la aplicación de Bt-E2 sola. 
 
En un último ensayo comparamos la vacuna tradicional con la formulada 
con cantidad conocida de E2 (los mismos lotes que fueron evaluados en cobayo) en 
hembras bovinas preñadas. Se utilizó Hidróxido de Aluminio como adyuvante 
porque el “Nano” aún no había sido evaluado durante la preñez en el momento de 
iniciar el ensayo, si bien ambas vacunas serían en principio aceptables para su 
utilización.  
 
La vacuna de alto título conteniendo 10 µg de E2, indujo títulos altos de 
anticuerpos totales y neutralizantes en las hembras vacunadas, lo cual sugiere que 
adicionando la cantidad suficiente de E2 contenida en cada dosis vacunal, se 
aseguraría una adecuada inducción de anticuerpos neutralizantes y totales que 
protegerían al animal de la infección por VDVB.  
 
La tecnología de ELISA de antígeno usada para la cuantificación de E2 ha 
sido ya transferida a la empresa adoptante del PID que financió esta tesis y se está 
aplicando en la formulación de vacunas eficaces contra la DVB. Este es un aporte 















Se estableció la selección de antígenos vacunales de acuerdo a su 
capacidad de inducir la activación de DC in vitro. La metodología resulta sumamente 
útil especialmente para comparar antígenos de la misma naturaleza química. La 
posibilidad de seleccionar antígenos in vitro permitiría reducir el número de 
candidatos vacunales para evaluar in vivo, en conformidad con el marco teórico de 
las “3R”: Reducción, Refinamiento y Reemplazo de animales en las pruebas de 
productos biológicos (Jennings et al., 2010). Esta tecnología, además, ha sido 
también aplicada con éxito en nuestro laboratorio para seleccionar antígenos 
proteicos de Neospora caninum (Mansilla et al., 2012). 
 
Este protocolo se desarrolló primero en el modelo murino utilizando DC 
diferenciadas a partir de células progenitoras de medula ósea (BM-DC) para luego 
ser estimuladas con los antígenos de VDVB a evaluar. Con el fin de verificar si el 
uso del modelo murino para la selección de antígenos de VDVB in vitro podría 
reflejar lo que sucede en el modelo bovino, también pusimos a punto el protocolo de 
selección de antígenos utilizando DC derivadas de células mononucleares de 
sangre periférica provenientes de bovinos adultos (Mo-DC). Fue muy interesante 
observar que los resultados obtenidos en el modelo murino fueron muy semejantes 
a los observados en el modelo bovino, indicando que la selección de antígenos 
vacunales usando DC murinas puede reproducir lo que sucedería en DC bovinas.  
 
También iniciamos el estudio de la interacción entre las células 
dendríticas y el VDVB, un punto sumamente relevante para comprender la 
inmunopatogenia de este virus. Demostramos que el VDVB es capaz de infectar y 
replicar rápidamente en las Mo-DC, y que a pesar de tratarse de un virus de biotipo 
citopático, no induce apoptosis en estas células.  Las Mo-DC infectadas son 
arrestadas durante la infección y hasta las 6 hr. post-infección, por esto no podrían 
adquirir un fenotipo activado.  
 
Proponemos que, al infectar y a la vez mantener con vida a las DC, el 
virus ganaría acceso al tejido linfoide, y debido al  ambiente en particular de los 
folículos linfoides, la producción local de virus por las DC podría explicar la 
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considerable destrucción de linfocitos que se produce en estos órganos durante la 
infección. Este podría ser un mecanismo del virus para dispersarse en el organismo 
a la vez que impide la inducción de la respuesta inmune. Los mecanismos 
involucrados están siendo estudiados. 
 
Las vacunas preparadas con Bt-E2 son potentes inductores de Ac 
específicos contra E2 y neutralizantes en bovinos, y se proponen como una 
excelente alternativa a las vacunas que usan partículas virales para su producción.  
Se verificó que la inducción de anticuerpos neutralizantes es dependiente de la 
cantidad de glicoproteína E2 presente en la formulación. Por tanto, concluimos que 
las vacunas que contienen al menos 10 µg de E2 serían eficaces en inducir Ac 
neutralizantes: esto permitiría mejorar desde ya las vacunas basadas en partículas 
virales que están disponibles actualmente en el mercado, mientras finaliza el 
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